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RESUMO 
Fungos em bolos industrializados: incidência, quantificação e aplicação de modelos 
preditivos cresce/não cresce para melhoria de formulações visando o controle da 
deterioração e aumento da vida útil 
Estabilidade microbiológica e redução de perdas durante a vida útil dos bolos são os 
principais desafios enfrentados por formuladores e indústrias de panificação. As 
características intrínsecas dos bolos e extrínsecas favorecem para a multiplicação microbiana 
e consequente redução da vida útil. Esta pesquisa teve como objetivo quantificar e identificar 
fungos e usar modelos preditivos na interface de crescimento para controlar a deterioração de 
bolos por fungos, visando o aumento de sua vida útil. A identificação e quantificação de 
fungos filamentosos foi realizada a partir de amostras coletadas em uma linha de 
processamento de bolos, incluindo-se matérias-primas, ar e produto final. As matérias-primas 
farinha de trigo e fubá de milho foram as que apresentaram maior contaminação fúngica, 
3,19±0,26 log UFC/g e 3,80±0,81 log UFC/g respectivamente. As amostras do ar ambiente 
variaram de 2,05 a 2,56 log UFC/m
3
. As espécies fúngicas predominantes nos produtos finais 
bolos industrializados foram Aspergillus flavus (28,15%), Aspergillus niger (6,8%), 
Penicillium citrinum (18,45%) e Penicillium paxilli (14,56%). Estas espécies também foram 
isoladas das matérias-primas e/ou ar ambiente da fábrica totalizando um percentual de 
15,46%, 8,45%, 10,14% e 9,90%, respectivamente, dentre um total de 414 isolados. As 12 
espécies relacionadas à deterioração de produtos à base de cereais e que foram isoladas em 
bolo foram avaliadas e selecionadas de acordo com aparecimento do micélio visível (>2 mm) 
em meio ágar Extrato de Malte (MEA) em diferentes combinações de pH (6,00 e 6,50), 
conservantes (0,1% de sorbato de potássio + 0,47% de propionato de cálcio), aw (0,78; 0,83 e 
0,88 e temperatura (20, 25 e 30ºC). As 12 espécies também foram avaliadas em 3 formulações 
de bolos de chocolate com ajustes de pH (6,00), aw (0,78) e variações de conservantes a 25ºC 
por 45 dias. A espécie P. citrinum apresentou maior resistência a todos os fatores avaliados. 
Esta espécie foi, portanto, selecionada para posterior utilização na avaliação de diferentes 
fórmulas para desenvolvimento da modelagem preditiva de acordo com o crescimento/não 
crescimento frente a diferentes variáveis. O efeito da atividade de água (0,78 – 0,86), do pH 
(6,0 – 7,0), da presença de conservantes propionato de cálcio (0 – 0,2%), sorbato de potássio 
(0 – 0,1%) e da temperatura (20, 25 e 30ºC) sobre o crescimento de P. citrinum em bolos de 
chocolate foi investigado por período máximo de 45 dias até aparecimento de micélios 
 
 
 
 
visíveis (>2 mm). A temperatura de 25ºC, redução de conservantes e aumento da aw (aw>0,80) 
favoreceram o crescimento fúngico. Com os resultados obtidos desenvolveu-se um modelo 
probabilístico de crescimento do P. citrinum em função das variáveis o qual apresentou 
79,78% de concordância com os resultados observados. Menores probabilidades de 
crescimento (P<0,5) foram observadas na presença de conservante (0,1% de sorbato de 
potássio e 0,2% de propionato de cálcio), aw abaixo de 0,83 e valores de pH abaixo de 6,3. Os 
conhecimentos adquiridos nestes estudos são importantes ferramentas para o desenvolvimento 
de fórmulas mais robustas a fim de se evitar o crescimento fúngico e podem ser usados para 
aumentar a vida útil de bolos e reduzir perdas econômicas associadas à esta deterioração. 
Palavras-chaves: Bolos, deterioração, fungos, microbiologia preditiva, Penicillium citrinum, 
modelagem cresce/não cresce. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Moulds in ready-to-eat cakes: incidence, quantification and application of growth/no 
growth models in the formulation in order to control deterioration and increase shelf 
life 
Microbiological stability and improved shelf life are the main challenges faced by food 
formulators and the bakery industry. Ready-to-eat cakes intrinsic and extrinsic characteristics 
are the critical factors influencing microbial growth and reduction shelf life. This research 
aimed to quantify and identify moulds and also to use a predictive model with growth 
interface in order to control cake from moulds deterioration and improve shelf life. The first 
stage of the study was to identify and quantify filamentous moulds in a processing line of 
cakes - from raw materials and air to the final product. The flour raw wheat and corn meal 
showed the greatest fungal contamination, 3.19±0.26 log UFC/g e 3.80±0.81 log UFC/g, 
respectively. Samples from ambient air ranged from 2.05 to 2.56 log UFC/m
3
. Fungal species 
prevalent in the final products were Aspergillus flavus (28.15%), Aspergillus niger (6.8%), 
Penicillium citrinum (18.45%) and Penicillium paxilli (14,56%), which were also isolated 
from raw materials and/or plant ambient air with a total percentage of 15.46%, 8.45%, 
10.14% and 9.90%, respectively, from a total of 414 isolated moulds. The 12 species related 
to the deterioration of cereal-based products and isolated were assessed and selected 
according to the appearance of visible mycelium detected (>2 mm) in Malt Extract Agar 
(MEA) medium with different pH (6.00 and 6.50), preservatives (0.1% potassium sorbato + 
0.47% calcium propionate), wa (0.78; 0.83 and 0.88) and temperature  (20, 25 and 30ºC). The 
12 species were also assessed in three formulations of chocolate cakes with pH adjustments 
(6.00), wa (0.78) and variations of preservatives at 25ºC during 45 days. The species P. 
citrinum showed greater resistance to all evaluated factors. This specie was therefore selected 
for further use in the evaluation of different formulas for the development of predictive 
growth/no growth models considering different variables. The effect of wa (0.78 – 0.86), pH 
(6.0 - 7.0), presence of preservatives calcium propionate (0 - 0.2%), potassium sorbate (0 - 
0.1%) and temperature (20, 25 and 30°C) on the growth of P. citrinum in chocolate cakes was 
investigated for a period 45 day until mycelia became visible (>2 mm). Temperature of 25°C, 
reduction of preservatives and increased water activity (wa > 0.80) favored fungal growth. 
Logistic probabilistic model of P. citrinum showed 79.78% concordance with the results 
observed, depending on variables. Lower probability of growth (P<0.5) was observed with 
 
 
 
 
preservatives (0.1% of potassium sorbate and 0.2% of calcium propionate), wa below 0.83 and 
pH values below 6.3. The knowledge gained from this study is very important to develop 
formulas more resistant to microbial growth, thus improving shelf-life of cakes and reducing 
economic losses due to fungal deterioration.  
Keywords: cakes, deterioration, moulds, predictive microbiology, Penicillium citrinum, 
growth/no growth modeling. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESUMEN 
Hongos en tortas industrializadas: incidencia, cuantificación y aplicación de modelos 
predictivos crece/no crece para la mejora de formulaciones con el fin de controlar el 
deterioro de su vida útil 
La estabilidad microbiológica y la reducción de las pérdidas durante la vida útil de las tortas 
son los principales retos que enfrentan los formuladores y las industrias de panadería. Las 
características intrínsecas y extrínsecas de las tortas son los factores principales para el 
crecimiento microbiano y la reducción de su vida útil. El objetivo de la pesquisa fue el de 
cuantificar y identificar los hongos y también utilizar modelos predictivos en la interface de 
crecimiento para controlar el deterioro de las tortas, causado por hongos y aumentar su vida 
útil. Se realizó la identificación y cuantificación de hongos filamentosos en muestras 
recogidas en una línea de procesamiento de tortas, incluidas las materias primas, el aire y el 
producto final. Las materias primas como harina de trigo y de maíz fueron las que presentaron 
la mayor contaminación fúngica, 3,19±0,26 log UFC/g e 3,80±0,81 log UFC/g 
respectivamente. Las muestras del aire ambiente variaron sus contaminaciones de 2,05 a 2,56 
log UFC/m
3
. Las especies fúngicas predominantes en los productos finales (tortas 
industrializadas) fueron: Aspergillus flavus (28,15%), Aspergillus niger (6,8%), Penicillium 
citrinum (18,45%) y Penicillium paxilli (14,56%); también se aislaron de las materias primas 
y/o del aire ambiente de la fábrica en un porcentaje de 15,46%, 8,45%, 10,14% y 9,90%, 
respectivamente, en un total de 414 aislados. Las 12 especies relacionadas con el deterioro de 
los productos a base de cereales que se aislaron en la torta fueron evaluadas e seleccionadas 
de acuerdo al aparecimiento del micelio visible (>2 mm) en medio Agar Extracto de Malta 
(MEA) en diferentes combinaciones de pH (6,00 y 6,50), conservadores (0,1% de sorbato de 
potasio + 0,47% de propionato de calcio), aw (0,78; 0,83 y 0,88) y temperatura (20, 25 y 
30ºC). También se evaluaron las 12 especies en 3 formulaciones de tortas de chocolate con 
ajustes de pH (6,0), aw (0,78) y variación de conservadores a 25ºC por 45 días. La especie P. 
citrinum mostró mejor resistencia a todos los factores evaluados. Por lo tanto, esta especie ha 
sido escogida para su posterior uso en la evaluación de diferentes formulaciones para el 
desarrollo de modelos predictivos de acuerdo con el crecimiento y no crecimiento en 
comparación con las diferentes variables. Durante un período máximo de 45 días hasta el 
aparecimiento de micelios visibles (>2 mm), se investigó el efecto de aw (0,78 - 0,86), del pH 
(6,0 - 7,0), de la presencia de conservadores propionato de calcio (0 - 0,2%) e sorbato de 
 
 
 
 
potasio (0 - 0,1%) y de la temperatura (20, 25 y 30 ° C) sobre el crecimiento de P. citrinum en 
tortas de chocolate. La temperatura de 25ºC, la reducción de los conservadores y el aumento 
de la aw (aw > 0,80), favorecieron el crecimiento fúngico. Con los resultados obtenidos se 
desarrolló uno modelo probabilístico de crecimiento del P. citrinum en función de las 
variables, el cual presentó un 79,78% de concordancia con los resultados observados. Se 
observaron menores probabilidades de crecimiento (P<0,5) con la presencia de conservadores 
(0,1% de sorbato de potasio y 0,2% de propionato de calcio), actividad de agua por debajo de 
0,83 y valores de pH por debajo de 6,3. El conocimiento adquirido en estos estudios es una 
herramienta muy importante para el desarrollo de formulaciones más robustas contra el 
crecimiento de hongos y puede ser utilizado para aumentar así la vida útil de las tortas y 
reducir las pérdidas económicas causadas por este deterioro.  
Palabras claves: tortas, deterioro, hongos, microbiología predictiva, Penicillium citrinum, 
crece/no crece. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
Os bolos são classificados como produtos de confeitaria, que passam por 
assamento e são preparados à base de farinhas ou amidos, açúcar, fermento químico ou 
biológico, podendo conter outros ingredientes e substâncias alimentícias que caracterizarão o 
alimento (BRASIL, 1978, 1999a, 2005). 
Segundo as estatísticas da ABIMAP (Associação Brasileira das Indústrias de 
Biscoito, Massas Alimentícias e Pães & Bolos Industrializados), o mercado de bolos 
industrializados movimentou em 2014 aproximadamente 142.000 toneladas, aumentando em 
2015 para 151.000 toneladas (ABIMAPI, 2015). Os bolos industrializados geraram um 
faturamento de US$ 1.302 bilhões em 2015. Estima-se que o consumo per capita brasileiro 
esteja em torno de 0,74 kg/ano, ficando abaixo de países como Itália (4,99 kg/ano), França 
(2,68 kg/ano) e Estados Unidos (2,04 kg/ano) (ABIMAPI, 2015). 
O aumento de aproximadamente 44% no consumo de bolos, no período 
compreendido entre 2009 a 2014, está relacionado, entre outros fatores, a sua praticidade, vida 
útil maior em relação aos produtos artesanais e variedade dentro da categoria. Este incremento 
não foi observado para os bolos artesanais no mesmo período (KASRIEL-ALEXANDER, 
2015, 2016). 
Visando uma alimentação mais saudável, a população brasileira vem buscando 
produtos mais naturais, com menor quantidade de conservantes e que não prejudiquem sua 
saúde. Segundo o Guia Alimentar do Ministério da Saúde, o bolo está incluído no mesmo 
grupo alimentar do arroz, pães, massas, batata e mandioca, sendo que no máximo seis porções 
destes alimentos devem ser consumidas diariamente (BRASIL, 2014a). De acordo com o 
Brasil Food Trends 2020, as tendências relacionadas à saudabilidade e bem-estar estão 
vinculadas a fatores como envelhecimento da população e às descobertas científicas que 
vinculam dietas à doenças (ITAL, 2010).  
Os bolos e produtos de panificação em geral podem ser classificados de acordo 
com dois parâmetros físico-químicos: pH e atividade de água (aw). Dependendo da 
formulação, pode-se encontrar bolos com valores de pH entre 5,2 e 9,0 (PYLER; GORTON, 
2009), aw variando de 0,78 a 0,96 e umidade de 20 a 35% (SMITH et al., 2004). Desta forma, 
estes produtos estão sujeitos a sofrer três tipos de deterioração: física (perda de umidade e 
18 
 
 
 
retrogradação), química (rancificação) e microbiológica. Produtos com aw intermediárias 
(entre 0,60 e 0,85) e altas (acima de 0,85) geralmente são mais susceptíveis à deterioração 
microbiológica. Entretanto, a combinação de diferentes fatores intrínsecos, fatores 
extrínsecos, condições de processamento e interações destes fatores, podem influenciar o 
processo de deterioração (GUYNOT et al., 2002; MCMEEKIN; ROSS, 1996; SMITH et al., 
2004). A deterioração microbiológica dos produtos de panificação pode ser causada por 
leveduras osmofílicas e fungos filamentosos (MEMBRÉ; KUBACZKA; CHÉNÉ, 1999; 
SMITH et al., 2004). A deterioração dos bolos tem como causa, entre outros aspectos, a 
presença e dispersão de esporos fúngicos no interior da planta de processamento, 
recontaminação pós-assamento e condições de estocagem (temperaturas ótimas de 23º a 37ºC 
e umidade relativa entre 40 a 97%) (FUSTIER et al., 1998; LATTAB et al., 2012). Desta 
forma, quando fungos contaminam os bolos e há condições para sua multiplicação, a 
deterioração é identificada pelos consumidores a partir do aparecimento do micélio visível, 
que ocorre após o término da germinação.  
A modelagem preditiva tem sido cada vez mais utilizada para o entendimento e 
quantificação do comportamento de bactérias patogênicas e deteriorantes em alimentos. No 
decorrer dos anos, a aplicação da modelagem preditiva para o estudo de fungos filamentosos 
vem aumentando. No entanto, nota-se que o foco dos estudos tem sido em multiplicação e 
produção de micotoxinas (DANTIGNY; PANAGOU, 2013; MCMEEKIN; ROSS, 1996). O 
uso da microbiologia preditiva é de extrema importância para aperfeiçoar e melhorar o 
controle da multiplicação fúngica em alimentos, considerando-se fatores associados ao 
processamento e distribuição dos alimentos, tais como formulação e condições de estocagem. 
A microbiologia preditiva utiliza de ferramentas da microbiologia, estatística e matemática 
com a finalidade de predizer o comportamento microbiano em diferentes condições 
ambientais. Uma vez validados, os modelos matemáticos podem ser utilizados para predizer 
as respostas microbianas de forma rápida aos diferentes processos, condições de estocagem e 
distribuição (MCMEEKIN; ROSS, 2002). Dentre os diversos tipos e níveis de modelos 
preditivos conhecidos, a abordagem probabilística (cresce/não cresce) tem especial 
importância para o desenvolvimento e avaliação da robustez de formulações, pois permite 
determinar faixas dos parâmetros relevantes ao comportamento microbiano, nas quais há ou 
não há multiplicação. Na modelagem cresce/não cresce, os principais parâmetros extrínsecos 
e intrínsecos relevantes para a vida útil e envolvidos na deterioração do produto podem ser 
considerados. A implementação deste tipo de modelagem constitui-se em excelente 
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alternativa para estimar a deterioração de alimentos por fungos filamentosos, que pode ser 
facilmente caracterizada pelo aparecimento dos micélios fúngicos nos alimentos.  
Considerando-se o exposto anteriormente, o presente estudo foi desenvolvido com 
o objetivo de determinar a incidência e contagens de fungos filamentosos em amostras 
coletadas do ambiente de processamento, matérias-primas e bolos deteriorados e determinar a 
probabilidade de deterioração de bolos industrializados em função da atividade de água (0,78; 
0,80; 0,83 e 0,86), pH (6,0; 6,3; 6,6 e 7,0), percentual de propionato de cálcio adicionado (0%; 
0,10%; 0,15% e 0,20%), percentual de sorbato de potássio adicionado (0%; 0,05% e 0,10%), 
temperatura (20º; 25º e 30ºC) e tempo de estocagem, através do uso de modelos preditivos 
probabilísticos cresce/não cresce. 
Para se atingir o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos 
específicos: 
 Detectar, quantificar e identificar fungos filamentosos isolados a partir do 
ambiente de processamento (amostras de ar), matérias-primas e bolos deteriorados; 
 Determinar a taxa de multiplicação das cepas de fungos isoladas a partir do 
ambiente de processamento (amostra de ar), matérias-primas e bolos deteriorados nas 
condições críticas em estudo, como baixo valores de pH, baixa atividade de água e adição de 
conservantes em concentração máxima; 
 Desenvolver modelos preditivos probabilísticos de deterioração de bolos 
industrializados por Penicillium citrinum (LMQA_053) em função de atividade de água (0,78 
a 0,86), conservante propionato de cálcio (0% a 0,20%), conservante sorbato de potássio (0% 
a 0,10%), pH (6,0 a 7,0) e temperatura (20º, 25º e 30ºC), e desta forma contribuir para o 
desenvolvimento de formulações de bolos mais estáveis do ponto de vista microbiológico e 
que culminem com a extensão da vida útil do produto.  
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PARTE 1: MICROBIOLOGIA DOS BOLOS 
1.1. Processamento de bolos industrializados “tipo inglês” 
O processamento de bolos é dividido basicamente em seis etapas: pesagem de 
ingredientes, mistura dos ingredientes, deposição de massa feita na maioria das vezes em 
forma de papel, assamento, resfriamento e embalagem como pode ser visto na figura 1 
(FELISBERTO et al., 2015; PYLER; GORTON, 2009; SOUZA et al., 2012). 
Figura 1. Fluxograma geral para produção de bolos industrializados 
 
O processo de mistura pode ser realizado de diferentes formas dependendo do 
produto final desejado, mas sempre com mesmo objetivo: incorporação e retenção de ar e 
dispersão dos ingredientes (BENNION; STEWART, 1966; PYLER; GORTON, 2009).  
Um dos métodos conhecidos é o de cremado (sugar batter), onde gordura e 
açúcares são adicionados primeiramente na batedeira, seguidos da adição dos ovos, farinha e 
dos ingredientes em pós. Outro método é o “flour-batter”, onde se mistura farinha e gordura, 
a baixa e média velocidade, em uma batedeira e simultaneamente em outra batedeira se 
mesclam ovo e açúcar. Depois, os dois batidos são misturados. Este método é usado para 
obtenção de um produto com textura uniforme, porém como a incorporação de ar é baixa os 
Pesagem 
ingredientes 
Mistura • 14ºC a 34°C 
Deposição de 
massa 
Assamento  
(aprox. 200ºC) 
• 163ºC a 216°C 
Resfriamento 
• 25ºC a 30°C/50 
- 60 min 
Embalagem 
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bolos obtidos possuem volume menor. O terceiro método utilizado é o de único estágio, onde 
todos os ingredientes são misturados de uma única vez, mantendo-se os líquidos na parte 
inferior do misturador (HUI, 2006; PYLER; GORTON, 2009; TIREKI, 2008; ZHOU; 
THERDTHAI; HUI, 2014). 
1.2. Fatores que contribuem para deterioração microbiana dos bolos 
industrializados 
Os bolos e produtos de panificação em geral podem ser classificados de acordo 
com dois parâmetros físico-químicos: pH e atividade de água (aw). O pH é considerado ácido 
quando for inferior a 4,6, de baixa acidez na faixa entre 4,6 e 7,0 e alcalino quando acima de 
7,0 (PYLER; GORTON, 2009). Já para a atividade de água o produto pode ser classificado 
com baixo conteúdo de água se tiver aw abaixo de 0,6, intermediário entre 0,60 e 0,85 e alto 
quando acima de 0,85 (PYLER; GORTON, 2009). Dependendo da formulação pode-se 
encontrar bolos com valores de pH entre 5,2 e 9,0 (PYLER; GORTON, 2009), aw variando de 
0,78 a 0,96 e umidade de 15 a 35% (CAUVAIN; YOUNG, 2008; SMITH et al., 2004). 
A maioria dos fungos pode crescer em uma ampla faixa de pH (3-8). Sendo assim, 
o pH terá pouco efeito para a multiplicação fúngica e a atividade de água será um fator mais 
importante na faixa de pH neutra a alcalina (BLACKBURN, 2006). 
Os produtos de panificação podem sofrer três tipos de deterioração: física, 
química e microbiológica. Dentre as deteriorações físicas podem ser citadas a perda de 
umidade, retrogradação do amido e deterioração química a oxidação de gorduras. Produtos 
com aw entre intermediário e alto geralmente sofrem mais deterioração microbiológica. 
Entretanto, a combinação de diferentes fatores intrínsecos, fatores extrínsecos, processamento 
do alimento e interações microbiológicas possíveis podem acelerar o processo de deterioração 
(GUYNOT et al., 2002; MCMEEKIN; ROSS, 1996; SMITH et al., 2004). 
A deterioração microbiológica dos produtos panificados pode ocorrer por 
bactérias, leveduras e fungos. As leveduras osmofílicas e fungos filamentosos são os 
principais deterioradores (MEMBRÉ; KUBACZKA; CHÉNÉ, 1999; SMITH et al., 2004). No 
entanto, em altos valores de aw a multiplicação de bactérias pode ser favorecida e podemos 
citar os gêneros Bacillus e Salmonella (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012; DE BELLIS et al., 
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2015; RAEVUORI, 1976; SMITH et al., 2004; VAIČIULYTĖ-FUNK et al., 2015; VALERIO 
et al., 2008, 2015; VAZIRIAN et al., 2012).  
A maioria dos fungos se desenvolve em ambiente com aw maior do que 0,8, 
porém existem fungos xerofílicos com capacidade de multiplicação em aw próxima de 0,65. A 
maioria é eliminada durante o processamento do produto, recontaminando o alimento após o 
assamento, pelo ar, pelas superfícies de equipamentos mal higienizadas, mãos dos operadores 
e ingredientes não processados, como por exemplo, glacês, nozes, açúcares, etc (GUYNOT et 
al., 2002; SMITH et al., 2004). 
Como as perdas são elevadas, algumas indústrias adotam processamento pré e pós 
assamento, almejando minimizar perdas ocasionadas por micro-organismos. As estratégias de 
controle vão desde a prevenção de contaminação após assamento, com ambiente asséptico, 
tratamento pós assamento com uso, por exemplo, de luz UV e infravermelho, e controle de 
multiplicação através de formulação com redução de atividade de água, uso de conservantes e 
uso de embalagens ativas (GUYNOT et al., 2002; SMITH et al., 2004). 
Dentre os conservantes utilizados podemos citar o ácido propiônico e seus sais 
que possuem alta eficiência contra fungos, ótima solubilidade e inodoro. Outro conservante 
químico também muito utilizado é o ácido sórbico e sorbatos, sendo efetivos, contra 
leveduras, fungos e algumas bactérias. Ambos os conservantes são aprovados pela legislação 
brasileira para uso em produtos panificados e apresentam sua atividade antimicrobiana 
aumentada com o decréscimo do pH (GUYNOT et al., 2002; SMITH et al., 2004). A 
legislação limita apenas o uso de ácido sórbico e seus sais como conservante em bolos com 
fermento químico. Limita-se ao uso máximo de 0,1 g/100g como ácido sórbico. Os outros 
conservantes sem limites máximos, liberados para uso, incluindo o propionato de cálcio, estão 
listados no regulamento técnico sobre aditivos utilizados segundo as boas práticas de 
fabricação (BRASIL, 1999a, 1999b). 
1.3. Fungos deterioradores em bolos 
O desenvolvimento dos fungos envolve dois principais estágios: germinação e 
multiplicação. A germinação pode ser observada microscopicamente e multiplicação pode ser 
observado a olho nu podendo-se medir o diâmetro da colônia (Figura 2) (DANTIGNY; 
GUILMART; BENSOUSSAN, 2005). 
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Figura 2. Ciclo de germinação fúngica (DANTIGNY; GUILMART; 
BENSOUSSAN, 2005) (com permissão). 
 
A germinação ocorre em etapas. Após a contaminação ocorre o intumescimento 
do esporo seguido da formação do tubo de polaridade. Este tubo aumentará de tamanho e 
quando estiver igual à metade ou duas vezes maior que o diâmetro do esporo intumescido ele 
será considerado germinado. Como pode ser observado na Figura 3 em pouco tempo o esporo 
se tornará visível e os eventos microscópicos tornam-se macroscópicos podendo-se ter o 
acompanhamento da suas medidas pelo diâmetro da colônia (DAGNAS et al., 2015; 
DANTIGNY; PANAGOU, 2013). 
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Figura 3. Processo biológico da deterioração fúngica com as variáveis cinéticas. 
(DAGNAS et al., 2015) (com permissão). 
 
Os quatro fatores mais importantes para a multiplicação de fungos em alimentos 
são disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura e aw. Para o controle de aw, os sais são mais 
inibitórios que carboidratos e polióis, considerando-se um valor de aw fixo. Dentre os mesmos 
gêneros, a aw mínima para multiplicação pode variar de 0,60 a 0,94, sendo que o limite 
mínimo para a multiplicação de qualquer micro-organismo é 0,6. Abaixo disso a deterioração 
nos alimentos deixa de ser microbiológica e passa a ser por reação química ou infestação de 
insetos (BLACKBURN, 2006). 
A interação entre aw e temperatura ótima para multiplicação pode ser claramente 
visualizada entre as espécies. Geralmente membros do gênero Aspergillus são isolados de 
regiões tropicais e subtropicais e os do gênero Penicillium são mais frequentemente isolados 
de climas temperados (BLACKBURN, 2006). 
A temperatura, o tempo e a umidade de estocagem estão diretamente relacionados 
com a sobrevivência dos esporos. A habilidade de germinação dos esporos da maioria dos 
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fungos diminui com o aumento da temperatura, se fixada a umidade relativa a baixos valores. 
(DANTIGNY; NANGUY, 2009; GOUGOULI; KOUTSOUMANIS, 2012; HONG, 1997; 
LATTAB et al., 2012; SMILANICK; MANSOUR, 2007).  
É muito utilizada a terminologia “tempo para crescimento visível”, sendo definida 
como o tempo necessário para a colônia atingir um diâmetro de 3 a 5mm. O micélio se tornará 
visível após a completa germinação (DANTIGNY; PANAGOU, 2013). 
Os gêneros mais difundidos e importantes da deterioração de produtos de 
panificação são Eurotium, Aspergillus e Penicillium (ABELLANA et al., 1999a, 1999b; 
BLACKBURN, 2006; FUSTIER et al., 1998). As características dos principais fungos 
deterioradores de bolo são descritas na Tabela 1. 
Algumas espécies são capazes de produzir micotoxinas como metabólitos 
secundários durante sua multiplicação. Estes metabólitos podem ser carcinogênicos e tóxicos 
ou apresentarem propriedades antibióticas. A maioria das micotoxinas é resistente a 
tratamentos químicos e térmicos fazendo com que o metabólito permaneça durante o 
processamento e armazenamento dos alimentos (FILTENBORG; FRISVAD; THRANE, 
1996). Um exemplo de micotoxina muito disseminada na área de panificação e que apresenta 
propriedades carcinogênicas é a ocratoxina A. Este composto pode ser produzido por espécies 
de Aspergillus como A. niger e A. ochraceus, mas também pode ser produzida pela espécie P. 
verrucosum (ARROYO; ALDRED; MAGAN, 2005; COPETTI et al., 2012a; GONZALEZ, 
2014; SCOTT et al., 1972). Outras micotoxinas comumente produzidas por fungos em 
alimentos são aflatoxina e patulina (COPETTI et al., 2012b, 2014; SANT’ANA; 
ROSENTHAL; DE MASSAGUER, 2008). 
A indústria de panificação utiliza muito de ácidos orgânicos como conservantes, 
como por exemplo, ácido cítrico, ácido sórbico, ácido láctico e acético, todos dentro da 
categoria GRAS (Generally Recognized as Safe) (ALCANO et al., 2016; GUYNOT et al., 
2002; LAVERMICOCCA; VALERIO; VISCONTI, 2003). No entanto, algumas espécies 
fúngicas são capazes de potencializar sua multiplicação na presença de ácido sórbico em 
concentrações baixas e pouco efetivas, podendo estimular a produção de ocratoxina A, como 
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius (ALCANO et al., 2016) e Penicillium 
verrucosum (ARROYO; ALDRED; MAGAN, 2005). 
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Penicillium são fungos capazes de crescer em diversos ambientes, com diferentes 
atividades de água, temperatura e pH. A maioria é psicrotrófica e capaz de deteriorar 
alimentos em temperatura de refrigeração (PITT; HOCKING, 1979). 
Algumas espécies foram relacionadas com a presença e deterioração de cereais, 
podendo estar diretamente relacionadas com a deterioração de bolos e produtos panificados. 
Dentre as principais espécies podemos citar  Penicillium brevicompactum, Penicillium 
citrinum, Penicillium roqueforti e Penicillium chrysogenum (ICMSF, 2005; PITT; 
HOCKING, 1979). 
Os fungos do gênero Aspergillus ocorrem com maior frequência em climas 
tropicais e subtropicais, sendo comuns no armazenamento de grãos e especiarias 
(BLACKBURN, 2006). Possuem maior capacidade de se desenvolverem em temperaturas 
mais altas e atividades de água mais baixas em comparação com o gênero Penicillium (PITT; 
HOCKING, 2009). As espécies possivelmente relacionadas com a deterioração de produtos 
panificados são Aspergillus flavus e Aspergillus niger (PITT; HOCKING, 2009). 
Todas as espécies de Eurotium são xerofílicas. A maioria dos isolados tem a 
capacidade de se desenvolver em atividades de água entre 0,70 e 0,74, sendo seu crescimento 
ótimo entre 0,90 e 0,94. São mesófilos e crescem entre 25 e 30ºC, com temperatura máxima 
de 40ºC (BLACKBURN, 2006). Em sua maioria são resistentes a sais ácidos fracos como 
preservativos, assim como sorbatos e ácido propiônico (BLACKBURN, 2006; GUYNOT et 
al., 2002). 
 
28 
 
 
 
Tabela 1. Características dos principais fungos deterioradores de bolo. (Continua). 
Espécies Tótim Tmín Tmáx pH mín pH máx aw ótim aw mín aw máx Referências 
P. brevicompactum 23ºC -2ºC 30ºC    0,78 (25ºC)  
(NDAGIJIMANA et al., 2008; 
PITT; HOCKING, 2009) 
P. citreonigrum  5ºC 38ºC  10,0    
(LE LAY et al., 2016; NEVAREZ 
et al., 2009; RUNDBERGET; 
SKAAR; FLÅØYEN, 2004; 
WHEELER; HURDMAN; PITT, 
1991) 
P. citrinum 26-30ºC 5ºC 37ºC 2,0 9,5  
0,80-0,84 
(25ºC) 
 
(HOUBRAKEN; FRISVAD; 
SAMSON, 2010; PITT; 
HOCKING, 2009; SMITH et al., 
2001; WHEELER; HURDMAN; 
PITT, 1991) 
P. glabrum 24-25ºC 0ºC 30-40ºC 5,0 11,0 0,98 0,82  
(KNOB et al., 2013; NEVAREZ et 
al., 2009; PITT; HOCKING, 2009; 
WIGMANN, 2015) 
A. flavus 25-37ºC 10-12ºC 43-48ºC 3,4 10,0 0,99 0,78  
(COPETTI et al., 2011; PITT; 
HOCKING, 2009) 
A. niger 35-37ºC   ≤ 2,0   0,77  
(EL HALOUAT; DEBEVERE, 
1997; PITT; HOCKING, 2009) 
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Tabela 1. Características dos principais fungos deterioradores de bolo. (Conclusão). 
Espécies Tótim Tmín Tmáx pH mín pH máx aw ótim aw mín aw Max Referências 
E. amstelodami 33-35ºC  43-46ºC    0,775  
(ABELLANA et al., 1999b; 
PITT; HOCKING, 2009; 
VYTŘASOVÁ; PŘIBÁŇOVÁ; 
MARVANOVÁ, 2002) 
E. chavlieri 30-35ºC 4-10ºC 38-42ºC 4,0 6,5  
0,71 
(42ºC) 
0,93 
(33ºC) 
(AYERST, 1969; MARÍN et al., 
2004; PITT; HOCKING, 2009; 
ROSSO; ROBINSON, 2001) 
E. repens 25-27ºC 4-5ºC 38-40ºC 4,0 6,5 0,91(29ºC) 0,72 0,95 
(DAGNAS; ONNO; MEMBRÉ, 
2014; PITT; HOCKING, 2009) 
  
Legenda: T ótim; T mín; T máx (Temperatura ótima; mínima e máxima); pH mín; pH máx (pH mínima e máxima) e aw ótim; aw mín; aw máx 
(Atividade de água ótima, mínima e máxima). Nota: tabela de própria autoria.  
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PARTE 2: ESTRATÉGIA PARA AUMENTAR A ESTABILIDADE 
MICROBIOLÓGICA DOS BOLOS FRENTE AOS FUNGOS 
As perdas econômicas e deterioração dos produtos de panificação são 
principalmente causados pelos micro-organismos, sendo então necessário o controle 
microbiológico de matérias-primas, ambiente de processamento e produto final 
(AANTREKKER et al., 2003; KURE; SKAAR; BRENDEHAUG, 2004). 
Alguns métodos são sugeridos pela literatura para inativação microbiológica 
como, luz ultravioleta, aquecimento por micro-ondas e radiação infravermelho. Entretanto, 
estas metodologias possuem elevado custo e são pouco aplicadas pela indústria de panificação 
devido ao baixo valor agregado dos produtos e possibilidade de descaracterização do produto 
final (CAUVAIN, 2015). 
  A indústria de panificação utiliza o controle através da formulação do produto 
final, com foco na redução de atividade de água, controle do pH, uso de conservantes, uso de 
embalagens ativas e estudo de fatores ambientais, como variações da temperatura de 
estocagem (ABELLANA et al., 2000; ROSSO; ROBINSON, 2001; SMITH et al., 2004; 
WENG; CHEN; CHEN, 1999). 
Um produto se torna deteriorado por fungos quando apresenta esporos fúngicos 
que germinaram e formaram micélios visíveis antes do final da vida útil (BLACKBURN, 
2006). 
Algumas espécies de fungos são produtoras de micotoxinas e a legislação 
brasileira, através da resolução nº7 de 2011, determina alguns limites máximos de controle 
garantindo que não ocorrerá intoxicação alimentar. Como os anexos III e IV desta RDC nº7 
foram revogados em 2016, atualmente o limite máximo para desoxinivalenol (DON) é de 
1750 µg/kg e o limite máximo para zearalenona (ZEA) é de 200 µg/kg. A partir de Janeiro de 
2017 fica estipulado o limite máximo de desoxinivalenol (DON) de 750 µg/kg e o limite 
máximo para zearalenona (ZEA) de 100 µg/kg  para produtos de panificação (BRASIL, 
2011). Estas micotoxinas foram detectadas em farinha, trigo, pães, milho e cereais, causadas 
principalmente pelo gênero Fusarium (FILTENBORG; FRISVAD; THRANE, 1996; JAY; 
LOESSNER; GOLDEN, 2005; SMITH et al., 2001, 2004). 
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A legislação brasileira não prevê contagem de fungos e leveduras em produtos 
panificados pelo seu controle não se tratar de um aspecto de saúde pública. A RDC nº12, de 
02 de Janeiro de 2001, regulamento técnico que dispõe sobre padrões microbiológicos para 
alimentos, prevê no item 10.e que “para panettone, pães de páscoa, bolos, massa pronta para 
torta e similares, prontos para uso ou consumo, estáveis à temperatura ambiente devem estar 
ausentes de Salmonella spp. em 25 g e conter no máximo 5 UFC/g de coliformes a 45ºC, 
dependendo da amostragem” (BRASIL, 2001). O controle destes micro-organismos dentro da 
indústria de alimentos é devido aos problemas econômicos e perdas de produção geradas. 
As perdas podem ser dependentes do clima, da formulação, tipo do produto e 
processo, girando em torno de 1 a 3%. Países desenvolvidos, como Estados Unidos e Reino 
Unido já registraram perdas em torno de 5% e 1%, respectivamente (ABIMAPI, 2015; 
SMITH et al., 2004). 
2.1. Efeito da contaminação inicial 
O fluxo de manufatura de um produto exige que materiais não processados não 
entrem em contato com os produtos finais. 
Na produção de bolos e produtos panificados é de suma importância manter o 
ambiente limpo para que o produto não seja contaminado após o assamento, durante 
resfriamento e antes da embalagem (CAUVAIN, 2015). 
Não apenas o ambiente deve estar controlado de contaminação como os 
equipamentos devem estar devidamente higienizados (BLACKBURN, 2006).  
A contaminação de esporos transmitidos pelo ar pode ocorrer devido à presença 
de ingredientes secos, como farinha e açúcares, na linha de produção. Esses ingredientes 
podem aumentar a contagem de esporos no ar em processos de pesagem e mistura. Por isso a 
necessidade de controle de toda matéria-prima utilizada no processo produtivo 
(AANTREKKER et al., 2003; BURFOOT et al., 2000; CAUVAIN, 2015). 
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2.1.1. Contaminação de matérias-primas e embalagens 
Os bolos são compostos basicamente por farinha (100%), açúcar (60-120%), ovo 
(40-100%), gordura (30-100%) e ingredientes variáveis em menores quantidades como cacau, 
leite em pó, fermento químico, sal, água, umectantes e emulsificantes (FELISBERTO et al., 
2015; INDRANI; RAO, 2008). 
Deve-se controlar a contaminação microbiana de toda matéria-prima que entra na 
composição de um produto. Alguns ingredientes têm registros de deterioração e necessitam 
atenção e controle da indústria alimentícia. Gorduras e óleos devem ter controle de 
coliformes, leveduras, fungos, termofílicos e patógenos como Salmonella e Listeria. Na 
presença de leite, estes itens podem ser deteriorados por Pseudomonas e Lactococcus 
(KORNACKI, 2010). Os ovos utilizados nas formulações de bolo podem ser deteriorados 
mais por bactérias do que por fungos, como por exemplo, Salmonella, Staphylococcus e 
Bacillus. Neste caso os ovos passam por pasteurização para controle microbiológico 
(KORNACKI, 2010). A legislação brasileira controla alguns limites microbianos, visando a 
saúde pública, para os ingredientes utilizados na fabricação de bolos (Tabela 2) (BRASIL, 
2001). 
Tabela 2. Limites máximos de contaminantes para padrões microbiológicos 
Produto 
Micro-organismos (Tolerância na amostragem*) - UFC/g 
Coliformes 
a 45ºC 
Staphylococcus 
aureus/mL 
Salmonella spp./ 
25 mL 
B. cereus 
Ovo pasteurizado e 
resfriado 
1 5 x 10 Ausente NA 
Farinhas 10
2
 NA Ausente 3 x 10
3
 
Açúcar cristal 10
2
 NA Ausente NA 
Gordura vegetal 5 10
2
 NA NA 
Cacau em pó 5 x 10
3
 NA Ausente NA 
Aditivos e coadjuvantes 
de tecnologia 
NA NA Ausente NA 
*Amostragem com limite máximo de aceitação (M). Legenda: NA = Não Aplicável. Nota: 
tabela de própria autoria. 
Não existe legislação brasileira sobre a contaminação microbiológica das 
embalagens que entram em contato direto com bolos, como por exemplo, forma de papel e 
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filme de BOPP (polipropileno biorientado). Alguns controles são feitos em relação à migração 
de substâncias químicas para embalagens em contato com alimentos. A orientação feita pela 
legislação brasileira é de que as embalagens em contato direto com os alimentos devem seguir 
o mesmo padrão microbiológico exigido para o alimento definido pela RDC nº12/2001 
(BRASIL, 2001, 2014b). 
2.2. Efeito da formulação dos bolos 
O monitoramento microbiológico dos ingredientes adicionados nas formulações 
auxilia no controle de crescimento de contaminantes pós assamento. 
O controle no produto final pode ser feito reduzindo-se a atividade de água, ajuste 
de pH, uso de conservantes químicos incorporados em fórmula ou aspergidos antes da 
embalagem, uso de atmosfera modificada, etc (SMITH et al., 2004). 
2.2.1. Controle de pH e conservantes químicos 
O pH dos alimentos é monitorado para auxiliar no controle microbiológico, mas 
também no sensorial dos alimentos. O pH terá menor impacto no crescimento microbiano 
quando comparado a temperatura e atividade de água (DANTIGNY; GUILMART; 
BENSOUSSAN, 2005; HORNER; ANAGNOSTROPOULOS, 1973). 
A redução do pH pode ser realizada através da adição de acidulantes, como por 
exemplo, ácidos orgânicos (SMITH et al., 2004). A forma não dissociada do ácido é solúvel 
em lipídio e será permeável à membrana da célula. Esse ácido não dissociado penetrará na 
célula e acidificará o citoplasma, sendo a principal causa da inibição na multiplicação dos 
micro-organismos. Portanto, a eficiência antimicrobiana dos ácidos fracos é dependente do 
pH (ZEUTHEN; BOGH-SORENSEN, 2003). O aumento do pH reduzirá a eficácia dos 
conservantes, como ácidos fracos, por exemplo, propionato, sorbato e benzoato (SUHR; 
NIELSEN, 2004). Alguns fungos xerofílicos se adaptam facilmente em pH ácido e crescem 
mais rápido que em pH neutro (GOCK et al., 2003). 
A legislação brasileira limita e controla o uso de alguns aditivos alimentares. O 
regulamento técnico que aprova o uso de aditivos alimentares, estabelecendo suas funções e 
limites máximos para categoria de panificação e biscoito possui uma lista positiva que permite 
verificar todos os conservantes permitidos na indústria (BRASIL, 1999a). Os mesmos 
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conservantes da lista positiva devem constar no regulamento técnico sobre aditivos utilizados, 
segundo as boas práticas de fabricação e suas funções da ANVISA (BRASIL, 1999b). 
Os conservantes são barreiras adicionais contra a deterioração fúngica e 
bacteriana, sendo classificados em conservantes químicos e naturais. Os conservantes naturais 
são utilizados para um maior apelo nutricional, pois o produto pode ser declarado como livre 
de conservante. Já os conservantes químicos podem ser escolhidos de acordo com alguns 
critérios, como sua amplitude de funcionalidade, não ser tóxico ao humano, ser efetivo a 
baixas concentrações e não causar alterações no produto final. Dentre os agentes possuidores 
destas características podemos citar o ácido propiônico e seus sais, ácido sórbico e sorbato 
(CAUVAIN, 2015; SMITH et al., 2004). 
Os ácidos propiônico e sórbico são fungistáticos, portanto não destroem os 
esporos, apenas reduzem a capacidade de germinação e multiplicação (BLACKBURN, 2006). 
O aumento do pH e atividade de água reduzirá a eficácia dos conservantes, como ácidos 
fracos, propionato, sorbato e benzoato. Dentre os conservantes o propionato mostrou-se 
menos eficaz em comparação com sorbato e benzoato (SUHR; NIELSEN, 2004) e o sorbato 
de potássio o mais efetivo em comparação com ao propionato de cálcio e benzoato de sódio 
(GUYNOT et al., 2002). Porém outro estudo mostrou que para espécies de Eurotium o 
sorbato de potássio foi ineficiente como conservante apresentando inibição parcial em 
concentrações entre 0,5% e 1,0% (VYTŘASOVÁ; PŘIBÁŇOVÁ; MARVANOVÁ, 2002) e 
apresentou também dependência do pH o que difere seu comportamento e ineficiência em 
relação ao ácido propiônico (MARÍN et al., 2003, 2004; VYTŘASOVÁ; PŘIBÁŇOVÁ; 
MARVANOVÁ, 2002). 
Além do pH a presença de elevado número de esporos pode influenciar na 
eficiência dos conservantes. Seu uso nunca deve ser visto como substituto de boas práticas de 
fabricação. A sanitização e limpeza de equipamentos devem ser mantidas como etapa rigorosa 
ao processo (SMITH et al., 2004). 
2.2.2. Controle de atividade de água e umidade 
A água presente na formulação tem importância na distribuição uniforme dos 
ingredientes e hidratação dos ingredientes em pó (CAUVAIN; YOUNG, 2008). 
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A umidade dos bolos varia de 15 a 35% e atividade de água em torno de 0,78 a 
0,96 (CAUVAIN; YOUNG, 2008; PYLER; GORTON, 2009; SMITH et al., 2004). A 
umidade do produto final pode variar de acordo com os ingredientes, como a quantidade de 
água, e processamento do produto, como tempo e temperatura de assamento, representando 
desta forma a água livre no produto. Já a atividade de água é representada pela água ligada 
aos ingredientes e esta relação mostrará a disponibilidade da água para multiplicação 
microbiana (CAUVAIN; YOUNG, 2008; ZEUTHEN; BOGH-SORENSEN, 2003). 
Para a redução de atividade de água em produtos panificados são adicionados 
solutos à formulação, como sais, açúcares ou umectantes como os polióis. O limite de adição 
destes solutos está diretamente ligado ao sensorial dos produtos finais (SMITH et al., 2004). 
A hidratação é parte predominante na germinação e multiplicação fúngica, e desta forma, a 
atividade de água é fator importante para prevenção da deterioração dos alimentos por estes 
micro-organismos (NANGUY et al., 2010). 
O soluto utilizado influenciará pouco na atividade de água mínima para 
germinação e multiplicação. Entre espécies de Penicillium o uso NaCl, glicerol e 
glicose/sacarose não influenciaram na germinação e crescimento radial a 25ºC em diferentes 
atividades de água (HOCKING; PITT, 1979). Dentre os polióis, o sorbitol e xilitol mostram-
se mais efetivos na redução do tempo de germinação e consequente aumento da multiplicação 
fúngica, quando comparados ao glicerol. Portanto o glicerol apresentou-se mais efetivo contra 
a deterioração fúngica (PATRIARCA et al., 2011). Na produção de bolos se utiliza mais o 
glicerol por não alterar o sabor do produto e por ser mais fácil a redução de atividade de água. 
Estudo mostrou que os fungos são levemente mais tolerantes ao glicerol que a sacarose e que 
as leveduras, com exceção das leveduras osmofílicas, são mais tolerantes ao glicerol do que a 
sacarose (HORNER; ANAGNOSTROPOULOS, 1973). 
Além de ser importante para a formulação dos produtos panificados, a atividade 
de água deve também ser considerada quando do preparo e armazenamento de suspensões de 
esporos fúngicos. A atividade de água da solução usada para o preparo e armazenamento da 
suspensão de esporos deve ser idêntica as etapas posteriores para avaliação da germinação 
(meio de cultura ou matriz), pois influenciará diretamente na multiplicação fúngica e 
desenvolvimento do conídio. Quanto menor for o tempo de germinação maior será a 
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influência desta variação de atividade de água (DANTIGNY et al., 2006; NANGUY et al., 
2010). 
A atividade de água tem importância por afetar o comportamento fúngico 
diretamente mas também é muito importante pois, o aumento da atividade de água reduzirá a 
eficácia dos conservantes ácidos, como propionato, sorbato e benzoato (SUHR; NIELSEN, 
2004). Além disso, sabe-se que a temperatura influenciará diretamente a atividade de água 
mínima para multiplicação fúngica e, consequentemente impactará no tempo de germinação. 
O tempo de germinação aumenta com a redução de atividade de água e a atividade de água 
mínima para germinação varia com a temperatura (ABELLANA; SANCHIS; RAMOS, 2001; 
ABELLANA et al., 1999a; AYERST, 1969; GOCK et al., 2003; MAGAN; LACEY, 1988). 
No caso do Penicillium roqueforti sua atividade de água mínima para germinação foi de 0,82 
a 25ºC e de 0,86 a 30ºC. A mesma variação observou-se com o Eurotium repens germinando 
em atividade de água 0,70 quando a 30ºC e 0,74 quando a 25 e 37ºC (GOCK et al., 2003). 
2.3. Efeito do processamento 
A temperatura, a densidade e o pH das massas podem variar de acordo com o 
processo de batimento e tipo de formulação do produto. A temperatura nesta etapa pode variar 
de 14 a 34ºC, a densidade pode variar de 0,46 a 0,97 g/mL e o pH de 6,6 a 9,2 (PYLER; 
GORTON, 2009). 
O pH da massa final está diretamente ligado ao sistema de fermentação e 
ingredientes adicionados ao bolo. Um ótimo volume, miolo e textura do bolo estão 
diretamente ligados ao nível perfeito de pH. O incremento do pH nos bolos deixa as paredes 
das células mais espessas, aumentando o volume. Já com o decréscimo do pH, o volume é 
reduzido. Geralmente o pH do produto final se estabiliza em torno de 6,5 a 7,5 (PYLER; 
GORTON, 2009). 
Após assamento e resfriamento o produto segue para a área de embalagem onde 
pode ser aspergido álcool (95%) auxiliando na inibição da germinação e proliferação 
(CAUVAIN, 2015; DANTIGNY et al., 2005). 
2.4. Efeito da estocagem 
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Fatores extrínsecos, como umidade (40 a 97%), temperatura e atmosfera, também 
influenciam na taxa de multiplicação dos fungos deteriorantes (FUSTIER et al., 1998; 
LATTAB et al., 2012).  
A temperatura de estocagem terá efeito direto no tipo de fungo que irá se 
desenvolver. Algumas espécies do gênero Penicillium podem se desenvolver em temperaturas 
de refrigeração (0-5ºC), enquanto outras espécies dos gêneros Aspergillus e Eurotium se 
desenvolvem melhor em temperaturas mais elevadas (PITT; HOCKING, 2009). 
A variação na temperatura tem efeito direto na germinação e multiplicação 
fúngica e cada gênero terá um comportamento diferente. O Penicillium expansum tem o 
menor tempo de germinação a 25,5ºC enquanto o Aspergillus niger tem comportamento mais 
rápido a 35ºC (GOUGOULI; KOUTSOUMANIS, 2012).  
Outro fator importante para a multiplicação de fungos deteriorantes é a presença 
de oxigênio. A maioria dos fungos é aeróbia, por tanto, são dependentes de oxigênio e 
sensíveis ao gás carbônico (BLACKBURN, 2006). Pode-se também utilizar embalagens a 
vácuo com baixa permeabilidade ao O2(SMITH et al., 2004). 
Em tratamento sem presença de conservantes a levedura xerofílica 
Zygosaccharomyces rouxii apresenta maior tolerância a presença de CO2 em comparação ao 
fungo Aspergillus niger, ambos inoculados em ameixas e uvas passas. Há a necessidade de 
uso de conservante químico para garantir a não deterioração do produto (EL HALOUAT et 
al., 1998). 
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PARTE 3: MICROBIOLOGIA PREDITIVA COMO FERRAMENTA 
PARA ESTUDOS DE PARÂMETROS QUE AFETAM A VIDA ÚTIL DOS BOLOS 
DE CHOCOLATE E LARANJA 
3.1. Definição 
Historicamente a modelagem preditiva era muito utilizada para bactérias 
patogênicas e deteriorantes. No decorrer dos anos a aplicação para fungos aumentou, porém 
com foco em multiplicação e produção de micotoxinas (DANTIGNY; PANAGOU, 2013; 
MCMEEKIN; ROSS, 1996). Novos estudos envolvem o tempo de multiplicação, tempo de 
germinação, crescimento radial, taxa de multiplicação, em função de diversos fatores 
externos, como pH, atividade de água, atmosfera, conservantes, etc (DAGNAS; MEMBRÉ, 
2013; DESCHUYFFELEER et al., 2015; GIBSON et al., 1994; GOUGOULI; 
KOUTSOUMANIS, 2012; ROSSO; ROBINSON, 2001; SAUTOUR et al., 2001). 
A microbiologia preditiva tem a finalidade de predizer um comportamento 
microbiano em diferentes condições ambientais. Os modelos matemáticos podem ser 
utilizados para predizer as respostas microbianas de forma mais rápida aos diferentes 
processos, distribuições e condições de estocagem (MCMEEKIN; ROSS, 2002). 
A indústria brasileira trabalha com diferentes métodos para controle 
microbiológico com o intuito de manter e estender a vida útil de seus produtos. O controle de 
atividade de água com adição de sais e solutos, o controle do pH com adição de ácidos e 
bases, o controle de atmosfera e adição de conservadores, estão entre as principais 
metodologias empregadas.  
A possível combinação entre a modelagem preditiva e as tecnologias de barreiras 
pode ser uma ótima ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos e extensão de sua 
vida útil. 
3.2. Modelagem matemática 
A classificação dos modelos preditivos é baseada no comportamento de 
desenvolvimento do micro-organismo descrevendo sua multiplicação, interfaces e limites de 
crescimento ou inativação (DANTIGNY; GUILMART; BENSOUSSAN, 2005; 
MCMEEKIN; ROSS, 2002). 
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Modelos primários são utilizados para descrever a cinética de algum processo, ou 
seja, descrevem algum fenômeno em relação ao tempo. Podem ser utilizados para descrever a 
germinação e multiplicação de fungos, bem como a inativação dos esporos fúngicos 
(DANTIGNY et al., 2005; DE SOUZA SANT´ANA et al., 2010). Modelos secundários são 
utilizados para descrever como os parâmetros do modelo primário se alteram em relação às 
condições ambientais, como atividade de água, pH e temperatura (DANTIGNY; 
GUILMART; BENSOUSSAN, 2005; MCMEEKIN; ROSS, 2002; ROSS; DALGAARD, 
2003; SILVA; SANT’ANA; MASSAGUER, 2010). Os modelos terciários são constituídos 
por programas (softwares) que combinam o uso dos modelos primários e secundários 
validados (MCMEEKIN; ROSS, 2002). 
Os modelos matemáticos também podem ser classificados como modelos 
cinéticos e probabilísticos. Os modelos cinéticos representam, por exemplo, a taxa de 
multiplicação. Já os modelos probabilísticos predizem a probabilidade de resposta de um 
micro-organismo ao crescimento, morte ou produção de um metabólito (MCMEEKIN; ROSS, 
2002; ROSS; DALGAARD, 2003).  
Após ajuste dos dados experimentais ao modelo deve-se realizar sua validação 
garantindo que o mesmo descreverá bem o comportamento microbiano (DANTIGNY; 
PANAGOU, 2013). É importante utilizar parâmetros aleatórios dentro do range de estudo e 
valores que ainda não foram estudados (DANTIGNY; PANAGOU, 2013; PEÑA; DE 
MASSAGUER, 2006). A validação pode ser avaliada por dois fatores bias (Bf) e exatidão 
(Af) (DANTIGNY; PANAGOU, 2013). Valor de bias>1 indicará um modelo “fail-safe” e 
valor de bias<1 indicará um modelo “fail-dangerous”(DANTIGNY; PANAGOU, 2013). 
3.3. Modelagem preditiva aplicada a fungos 
Devido às grandes perdas econômicas ocasionadas devido a multiplicação de 
fungos, a microbiologia preditiva vem se desenvolvendo neste ramo. Estudos de modelagem 
secundária são utilizados para quantificar os efeitos da formulação, processo e fatores 
ambientais relacionados à cinética de germinação e cinética de proliferação de micélio. Os 
modelos secundários comumente usados incluem: modelo polinomial, cardinal para cinética 
de germinação e logístico para modelos de interface cresce/não cresce (BAERT et al., 2007; 
GIBSON et al., 1994; IOANNIDIS et al., 2015; MEMBRÉ; KUBACZKA; CHÈNÉ, 2001; 
ROSS; DALGAARD, 2003). 
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3.4. Modelagem probabilística e Regressão Logística 
A determinação da interface cresce não cresce é obtida através do ajuste da 
regressão logística com o resultado de probabilidade (P) variando entre 0 (não cresce) e 1 
(cresce). Essa probabilidade é obtida considerando-se todos os parâmetros extrínsecos e 
intrínsecos envolvidos na deterioração de um bolo por fungo, sendo esta considerada quando 
o micélio se torna visível antes do final da vida útil (ROSS; DALGAARD, 2003). 
A distribuição binomial calcula a probabilidade de sucesso nos experimentos 
através da função abaixo:  
     
  
        
           
Onde n é o de ensaios, x é o número de sucessos observados e p a probabilidade. 
Considerando um experimento de cresce/não cresce o modelo pode ser escrito da 
seguinte forma: 
                         
Onde xi são os fatores que inibem o crescimento,  i são os parâmetros e z é a 
probabilidade de não crescimento. Porém este modelo não prevê que a probabilidade 
extrapole 1 ou seja menor que 0. Dessa forma o melhor modelo para uso é a função logística 
(logit), onde p será a probabilidade de ocorrência do evento (DANTIGNY; PANAGOU, 
2013). 
           
 
     
                        
Mesmo com o aumento de estudos de modelagem preditiva associada a fungos, 
poucos foram validados em alimentos. Como pode ser visto na Tabela 3 a maioria dos 
modelos foram desenvolvidos em meios sintéticos e poucos validados em alimentos. 
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Tabela 3. Modelagem Preditiva Aplicada a Fungos. (Continua). 
Matriz Espécie Fatores 
Modelo 
Primário 
Modelo Secundário Referências 
Meio sintético E. repens, A. niger, P. corylophilum aw, pH, T Não-Linear Gama 
(DAGNAS; ONNO; MEMBRÉ, 
2014) 
Milho 
Fusarium verticilliodes , F. 
proliferatum 
aw e T Baranyi Polinomial (SAMAPUNDO et al., 2005) 
Meio sintético P. brevicompactum 
5 Meios de cultura 
(MA, Malte, MEA, 
MY50 e MY70) 
Logístico  (MEMBRÉ; KUBACZKA, 2000) 
Bolo A. candidus aw e T Linear Cardinal (HUCHET et al., 2013) 
Meio sintético P. expansum, A. niger T Gompertz Cardinal 
(GOUGOULI; 
KOUTSOUMANIS, 2012) 
Meio sintético P. chrysogenum aw 
Gompertz e 
Logístico 
 (JUDET et al., 2008) 
Uva A. ochraceus T, UR  Polinomial (PARDO et al., 2005) 
Meio sintético P. verrucosum aw e T  Polinomial (PARDO et al., 2006) 
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Tabela 3. Modelagem Preditiva Aplicada a Fungos. (Continuação). 
Matriz Espécie Fatores 
Modelo 
Primário 
Modelo Secundário Referências 
Meio sintético 
A. candidus, A. flavus, A. niger, 
Cladosporium cladosporioides, 
E. herbarium, Mucor 
circinelloides, Mucor racemosus, 
Paecilomyces variotti, P. 
chrysogenum, P. digitatum, 
Rhizopus oryzae e Trichoderma 
harzianum 
Etanol Logístico Monod (DANTIGNY et al., 2005) 
Bolo P. brevicompactum pH e conservantes Logístico  
(MEMBRÉ; KUBACZKA; 
CHÈNÉ, 2001) 
Meio sintético 
A. flavus, A. oryzae, A. parasiticus e 
A. nomius 
aw Linear  (GIBSON et al., 1994) 
Café, Amendoim 
e Milho 
A. ochraceus e A. parasiticus aw e T Baranyi 
Cardinal, Davey e 
Polinomial 
(GARCIA et al., 2011) 
Ganache E. herbariorum e Wallemia sebi pH, aw e etanol ND Probabilístico (DESCHUYFFELEER et al., 2015) 
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(Logístico) 
Tabela 3. Modelagem Preditiva Aplicada a Fungos. (Conclusão). 
Matriz Espécie Fatores 
Modelo 
Primário 
Modelo Secundário Referências 
Meio sintético 
A. flavus, A. nomius, A. oryzae, A. 
parasiticus, A. candidus, A. sydowii, 
E. amstelodami, E. chavalieri e 
Xeromyces bisporus 
aw ND Cardinal (ROSSO; ROBINSON, 2001) 
Meio sintético 
P. chrysogenum, A. flavus, C. 
cladosporioides e Alternaria 
alternata 
T ND Cardinal (SAUTOUR et al., 2001) 
Néctar de manga A. niger section Nigri pH e T Baranyi Polinomial 
(SILVA; SANT’ANA; 
MASSAGUER, 2010) 
Legenda: ND  = Não descrito. / MA = Ágar Malte, MEA = Ágar Extrato de Malte, MY50 = Ágar Extrato de Malte Extrato de Levedura 50% 
Glicose e MY70 = Ágar Extrato de Malte Extrato de Levedura 70% Glicose e Frutose. Nota: tabela de própria autoria. 
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Resumo 
Este estudo teve como objetivo determinar a incidência, quantificar e identificar espécies 
fúngicas em amostras de bolos industrializados, ar do ambiente do processamento e matérias-
primas comumente utilizadas em formulação de bolos industrializados. Os isolados 
encontrados nas amostras foram avaliados frente aos conservantes químicos sorbato de 
potássio, ácido sórbico e propionato de cálcio, além dos parâmetros atividade de água e pH. 
Um total de 340 amostras foram analisadas, incluindo matérias-primas (n=143), bolos de 
chocolate (n=30), bolos de laranja (n=20) e de ar do ambiente do processamento (n=147). 
Dentre as matérias-primas, a farinha de trigo (3,19±0,26 log UFC/g) e o fubá de milho 
(3,80±0,81 log UFC/g) apresentaram maior contaminação significativamente diferentes 
dentro do lote 2 (p<0,05). As amostras de ar do ambiente do processamento variaram de 2,05 
a 2,56 log UFC/m
3
. Durante o processamento de massa clara observou-se maiores variações 
significativas entre as contagens fúngicas em diferentes pontos do processamento. No entanto, 
durante o processamento de massa escura houve pouca diferença significativa entre as 
amostragens de ar entre as diferentes visitas e pontos de amostragens. As menores contagens 
(p<0,05) ocorreram na masseira (2,18±0,11 log UFC/m
3
) e embalagem (2,23±0,10 log 
UFC/m
3
) durante a amostragem da visita A. As espécies fúngicas predominantes nos bolos 
industrializados (produtos finais) foram  A. flavus (28,15%), P. citrinum (18,45%), P. paxilli 
(14,56%) e A. niger (6,8%), as quais também foram detectadas nas matérias-primas e/ou ar 
ambiente da fábrica. Três formulações diferentes foram desenvolvidas para avaliação do 
crescimento fúngico frente aos conservantes de 12 isolados encontrados nos bolos. Apenas os 
isolados P. glabrum e P. citrinum apresentaram micélio visível (>2 mm) a partir do 19º e 44º 
dia, respectivamente, dentro dos 45 dias avaliados a 25ºC na formulação controle sem 
conservantes. Em Ágar Extrato de Malte (MEA) P. brevicompactum e P. citrinum 
apresentaram as maiores probabilidades (%) de crescimento e maior crescimento, nas três 
temperaturas. Os resultados obtidos auxiliarão no controle das boas práticas de fabricação e 
servirão como base de estudo para desenvolvimento de formulações mais robustas para bolos 
utilizando-se de modelagem preditiva. 
Palavras-chaves: bolo industrializado, conservante químico, deterioração de bolo, 
Penicillium sp., vida útil. 
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1. Introdução 
Os fungos são importantes causadores de deterioração de matérias-primas, 
produtos semi-acabados e produtos industrializados. A maioria se desenvolve em ambiente 
com atividade de água maior do que 0,8, porém existem fungos xerofílicos com capacidade de 
crescimento em atividade de água próxima de 0,65 (Guynot et al., 2002; Smith et al., 2004). 
Além disso, podem se desenvolver em diferentes faixas de pH e na ausência ou presença de 
conservantes. Essa capacidade de crescimento em diferentes ambientes permite que os fungos 
causem deterioração ao longo de todo processo produtivo de alimentos, desde o campo até à 
mesa e os tornam particularmente importantes na deterioração de alimentos. 
Os produtos de panificação destacam-se como substratos nos quais os fungos 
filamentosos são altamente competitivos, já que possuem atividade de água variando de baixa 
atividade de água (0,20 – 0,30) como biscoitos, a produtos com intermediária a alta atividade 
de água como pães e bolos (0,78 – 0,99) (Smith et al., 2004). Normalmente contém 
conservantes, resultando em condições que são favoráveis a controle e seleção destes micro-
organismos.  Como resultado da sua capacidade de sobrepor às barreiras presentes nos 
produtos de panificação, os fungos filamentosos se desenvolvem formando colônias visíveis 
ao olho nu. A presença destas colônias fazem com que os consumidores rejeitem os produtos 
e causem perdas econômicas consideráveis para as indústrias (Guynot et al., 2002; Smith et 
al., 2004). 
Dentre os produtos de panificação, os bolos tem grande importância, praticidade e 
conveniência e são passíveis de deterioração pelos fungos filamentosos. Em relação aos 
fungos isolados em produtos de panificação e em bolos encontram-se espécies de Penicillium, 
Aspergillus e Eurotium (Fustier et al., 1998; Huchet et al., 2013). Devido as grandes perdas 
ocasionadas por fungos na indústria de panificação e, particularmente de bolos, há grande 
preocupação com a ocorrência e concentração dos fungos desde as matérias-primas até os 
produtos finais. Desta forma, as indústrias adotam controles pré e pós assamento almejando 
minimizar perdas ocasionadas por fungos, mesmo sabendo que o tratamento térmico de 
aproximadamente 50 minutos a temperaturas em torno de 200ºC é suficientemente elevado 
para sua destruição. 
As estratégias de controle vão desde o controle da qualidade microbiológica das 
matérias-primas, a prevenção de contaminação após assamento, com ambiente asséptico, 
60 
 
 
 
tratamento pós assamento com uso, por exemplo, de luz UV e infravermelho, e controle de 
crescimento através de formulação com redução de atividade de água, uso de conservantes e 
uso de embalagens ativas (Galić et al., 2009; Guynot et al., 2002; Nguyen Van Long et al., 
2016; Smith et al., 2004). A contaminação pós assamento pode ocorrer pelo ar ambiente, 
manipulação dos produtos e superfícies de equipamentos mal higienizadas (Blackburn, 2006; 
den Aantrekker et al., 2003; Pitt and Hocking, 2009; Smith et al., 2004). 
O conhecimento sobre a diversidade dos fungos presentes nas matérias-primas, 
ambiente de processamento e produtos finais é de grande relevância para a indústria de 
panificação. No contexto atual, os consumidores buscam formulações mais simples (clean 
label), produtos com quantidades reduzidas de conservante e ao mesmo tempo formulações 
mais estáveis microbiologicamente garantindo aumento de vida útil (ITAL, 2010). 
A maioria dos trabalhos existentes nesta área visam somente a elucidação dos 
fungos causadores de deterioração de produtos finais, mas não há estudos cujos objetivos 
tenham sido determinar a incidência e quantidade de fungos presentes desde a matéria-prima 
até o produto final e ambiente de processamento (Abellana et al., 2001, 2000, 1999a; Guynot 
et al., 2002; Suhr and Nielsen, 2004). Ao melhor do conhecimento dos autores, inexistem 
trabalhos cujos objetivos tenham sido determinar a incidência e a diversidade de fungos 
presentes nas matérias-primas, no ar ambiente de processamento de bolos industrializados e 
produtos finais. Além de selecionar as cepas mais resistentes aos conservantes e que 
auxiliarão no desenvolvimento de fórmulas mais robustas e estáveis durante sua vida útil 
(Nakhchian et al., 2014). Estas informações são cruciais para o desenvolvimento de 
estratégias visando-se melhorar a qualidade da matéria-prima, condições do ambiente de 
processamento e também garantir que formulações mais estáveis sejam desenvolvidas e 
originem produtos com a vida útil e qualidades desejadas pelos consumidores. 
Este estudo teve como objetivo quantificar e identificar os fungos filamentosos a 
partir das matérias-primas (farinha, amidos, cacau, etc), amostras de bolos e do ar de 
processamento industrial. Além disso, determinar a resistência de fungos isolados de 
matérias-primas, ar do ambiente de processamento e produtos finais, aos conservantes (ácido 
sórbico, sorbato de potássio e propionato de cálcio), pH (6,00 e 6,50) e atividade de água 
(0,78 – 0,88). 
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2. Material e Métodos 
2.1. Coleta das amostras 
Amostras de matérias-primas (n=143), ar do ambiente de processamento (n=147) 
e produto final (bolos de chocolate (n=30) e bolos de laranja (n=20)) foram coletadas em uma 
planta de processamento de produtos de panificação localizada no estado de São Paulo, Brasil.  
As amostras de matérias-primas analisadas foram coletadas de 2 lotes diferentes 
correspondendo a: farinha de trigo para bolo (n=15), açúcar cristal (n=15), amido de milho 
(n=26), cacau em pó (n=42), farinha de soja (n=15), fubá de milho (n=15) e soro de leite 
(n=15). Já as amostras do ar ambiente do processamento foram coletadas durante cinco visitas 
ocorridas em diferentes dias nos meses de Julho e Agosto de 2015. A coleta de amostras do ar 
do ambiente de processamento se deu nos seguintes pontos: masseira (preparo da massa com 
inclusão dos ingredientes) (n=49), saída do forno e área de resfriamento (n=49) e embalagem 
(n=49). As amostras foram coletadas variando-se o tipo de bolo no preparo na masseira: 
massa clara (n=88) ou massa escura (n=59). A coleta do ar foi realizada através do uso de 
amostrador de ar MD8 (Sartorius, Goettingen, Alemanha) e exposição de placas (BACTair, 
Sartorius, Goettingen, Alemanha) contendo Dichloran 18% Ágar Glicerol (DG-18, Acumedia, 
Michigan, USA). A taxa de fluxo de ar utilizada foi igual a 125L/min e o volume amostrado 
foi de 1000L (1m
3
). Além das coletas de amostras de ar do ambiente de processamento, foram 
também registrados os valores de temperaturas em cada ponto amostrado.  
As amostras de bolos (n=50) analisadas corresponderam a produtos no final da 
vida útil, os quais foram estocados à temperatura ambiente (25ºC) por mais de 40 dias após 
vencimento, visando-se permitir intencionalmente a multiplicação de fungos deteriorantes. 
2.2. Incidência e quantificação de fungos filamentosos nas matérias-primas, 
ar ambiente de processamento e produtos finais 
As amostras de bolos analisadas possuíam atividade de água entre 0,80 e 0,85 e 
pH entre 6,00 e 6,50. 
Sob condições assépticas, 25g de cada amostra (matérias-primas e produtos finais) 
foram pesados e adicionados a 225 mL de água peptonada estéril 0,1% (Merck KgaA, 
Darmstadt, Alemanha). Para as amostras de matérias-primas e bolo, após homogeneização (2 
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min) em aparelho tipo stomacher, diluições decimais e seriadas foram preparadas e inoculadas 
em DG-18 ágar (Acumedia, Michigan, USA). Para as amostras de produtos finais, também 
procedeu-se plaqueamento em DRBC ágar (Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol, Merck, 
Darmstadt, Alemanha), objetivando-se o isolamento de espécies adaptadas a crescimento em 
valores de aw menores e maiores que 0,95 (A. Douglas King et al., 1979; Hocking and Pitt, 
1980). Já para as amostras de ar do ambiente de processamento somente o DG-18 ágar 
(Acumedia, Michigan, USA) foi usado. Após o plaqueamento, seguiu-se a incubação das 
placas (sem inversão) à 25ºC por 7 dias e posterior enumeração das colônias crescidas nas 
placas. Os resultados foram expressos em log UFC/g (matérias-primas e produto final) e em 
log UFC/m
3
 (ar do ambiente de processamento) (Pitt and Hocking, 2009). 
2.3. Identificação dos fungos filamentosos 
Fungos filamentosos isolados a partir das amostras de matérias-primas, bolos e ar 
do ambiente de processamento foram repicados em Ágar Czapek Extrato de Levedura (CYA, 
formulado (1g K2HPO4 (Dinâmica) + 10mL concentrado Czapek* + 1mL solução Trace 
Metal** + 5g de extrato de levedura em pó (Oxoid) + 30g de sacarose (Dinâmica) + 15g ágar 
(Oxoid) + 1L de água destilada) (*30g de NaNO3 (Dinâmica) + 5g KCl (Dinâmica) + 5g 
MgSO4.7H2O (Dinâmica) + 0,1g FeSO4.7H2O (Dinâmica) + 100mL de água destilada) 
(**0,5g CuSO4.5H2O (Dinâmica) + 1g ZnSO4.7H2O (Dinâmica) + 100mL de água destilada), 
(Pitt and Hocking, 2009)), foram armazenados por 7 dias a 25ºC com o objetivo de 
isolamento de uma única colônia. Em cada placa 5 colônias com morfologia diferentes e 
prevalentes foram isoladas para posterior identificação. Estes isolados foram posteriormente 
identificados de acordo com as chaves taxonômicas descritas para cada gênero (Frisvad et al., 
2004; Pitt and Hocking, 2009, 1979). A identificação considerou características 
macroscópicas (cor, diâmetro, pigmentos solúveis) e microscópicas de cada isolado. 
2.4. Avaliação do comportamento microbiano frente aos conservantes 
Os fungos foram avaliados de acordo com seu comportamento frente a dois 
conservantes: sorbato de potássio e ácido sórbico. Os dois conservantes são comumentes 
utilizados pela indústria de bolos e podem ser combinados com outros conservantes, como 
propionato de cálcio aumentando a vida útil dos bolos. 
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2.4.1. Cepas de fungos filamentosos  
Doze isolados encontrados nos bolos deteriorados foram inoculados em CYA por 
7 dias a 25ºC para isolamento das colônias e posterior utilização na avaliação do 
comportamento frente aos conservantes em bolos de chocolate “tipo inglês” (A. niger 
(LMQA_050); A. clavatus (LMQA_051); A. flavus (LMQA_052); P. citrinum (LMQA_053); 
P. brevicompactum (LMQA_054); P. citreonigrum (LMQA_055); P. crustosum 
(LMQA_056); P.olsonii (LMQA_057); P. glabrum (LMQA_058); P. raistrickii 
(LMQA_059); P. chermesium (LMQA_060) e P. spinulosum (LMQA_061)). Desta forma, foi 
possível avaliar quais dos conservantes, sorbato de potássio e ácido sórbico, foram mais 
eficazes e poderiam ser utilizados na seleção dos fungos filamentosos. 
2.4.2. Formulações e preparo dos bolos em planta piloto 
A formulação base do bolo “tipo inglês” foi preparada com 25% de farinha de 
trigo para bolos, 25% de açúcar, 20% de ovo, 10% de gordura vegetal, 8% de água, 6% de 
umectante glicerina, 2% de amido de milho, e em quantidades menores totalizando 4%, 
fermento químico, conservantes, ácido cítrico, cacau e aromatizantes.  O controle dos 
parâmetros físico-químicos foram feitos com ajustes nas quantidades de glicerina e água (para 
ajuste de atividade de água a 0,78), ácido cítrico (para ajuste de pH aproximadamente 6,00) e 
tempo e temperatura de assamento (para controle da atividade de água). 
Fez-se uma fórmula 1 contendo 0,47% de propionato de cálcio mais 0,1% de 
sorbato de potássio (composto por 0,075% de ácido sórbico), fórmula 2 contendo 0,47% de 
propionato de cálcio mais 0,075% de ácido sórbico e fórmula 3 sendo o controle, sem nenhum 
tipo de conservante. 
Para produção dos bolos foi utilizado batimento em duas etapas, sendo a primeira 
com inclusão da gordura e açúcar, processo conhecido como cremado. Na segunda etapa 
agregaram-se todos os ingredientes em pó e líquidos para obtenção da massa. Em seguida 
dosou-se a massa em formas de papel alocadas em assadeira de ferro com compartimento para 
bolo. A etapa seguinte foi de assamento com variação de tempo entre 35 a 55 minutos com 
temperaturas de 220 a 190ºC entre lastro superior e inferior, respectivamente.  
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Após resfriamento de aproximadamente 60 minutos, os bolos foram embalados 
em embalagem de BOPP (polipropileno biorientado) metalizada sem aspersão na superfície 
de solução conservante com etanol. 
2.4.3. Inoculação dos bolos, condições de incubação e medição do diâmetro 
das colônias 
Fatias de aproximadamente 10g de bolos foram transferidas assepticamente para 
placas de Petri de 60x15cm estéreis. Conjuntos de 3 placas 60x15cm contendo bolo foram 
inseridos no interior de placas de Petri de 140x15cm (resultados em triplicata). Para manter a 
atividade de água até o final dos 45 dias colocou-se algodões hidrofílicos estéreis embebidos 
em soluções água/glicerol com atividade de água de 0,78 ± 0,01. Os valores de aw foram 
medidos usando-se medidor de atividade de água Aqualab CX-2 em temperaturas de 25ºC ± 1 
(Decagon Devices, Pullman, USA). Cada fatia foi então inoculada centralmente com uma 
alçada de cada cepa. As placas foram fechadas hermeticamente com Parafilm® para garantir 
troca de oxigênio e evitar a troca de umidade com o ambiente e incubadas a 25ºC por um 
período de 45 dias. 
As três formulações diferentes foram analisadas diariamente, com uma única 
medição, frente ao aparecimento visual de micélio com diâmetro da colônia maior que 2mm, 
medidos com paquímetro digital com resolução 0,01mm (Digimess, 100.175BL Brasil). 
2.5. Seleção de fungos filamentosos em relação à atividade de água, pH e 
conservantes em meio de cultura MEA (Àgar Extrato de Malte) 
A seleção dos doze isolados, encontrados nos bolos deteriorados e previamente 
identificados, foi realizada em placas com 12 poços contendo Ágar Extrato de Malte (MEA, 
formulado (20g de extrato de malte em pó (Oxoid) + 1g de peptona (Dinâmica) + 20g de 
glicose (Dinâmica) + 20g ágar (Oxoid) + 1L de água destilada, (Pitt and Hocking, 2009)) e 
incubados a 20, 25 e 30ºC por 45 dias (mesmos isolados utilizados para avaliação dos 
conservantes). Inoculou-se centralmente uma alçada de cada cepa em triplicata. As placas 
foram fechadas hermeticamente com Parafilm® para garantir troca de oxigênio e evitar a 
troca de umidade com o ambiente. Foram incubadas nas três temperaturas por um período de 
45 dias. 
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Os meios foram formulados variando-se quantidade de glicerol para obtenção de 
atividade de água (0,78±0,01; 0,83±0,01 e 0,88±0,01), quantidade de solução de ácido 
clorídrico 0,1N (Dinâmica, Diadema, Brasil) e solução de hidróxido de sódio 0,1N (Dinâmica, 
Diadema, Brasil) para ajuste de pH (6,00 e 6,50) e a presença de conservante (0,1% de 
sorbato de potássio + 0,47% de propionato de cálcio) ou ausência de conservante, totalizando 
12 combinações diferentes no planejamento fatorial completo (Figura 1). Essas faixas de aw, 
pH e conservantes foram escolhidas como as mais críticas e ideais para detectar a resistência 
fúngica. Mediu-se a atividade de água antes e após autoclavagem utilizando-se medidor de 
atividade de água Aqualab 4-TE em temperaturas de 25ºC ± 1 (Decagon Devices, Pullman, 
USA). 
Foram analisadas diariamente, com uma única medição, as placas para detecção 
do aparecimento visual de micélio com diâmetro da colônia entre 2 a 4mm, medidos com 
paquímetro digital com resolução 0,01mm (Digimess, 100.175BL Brasil), por um período de 
45 dias. 
2.6. Análises estatísticas 
A metodologia estatística utilizada para a comparação entre 2 tratamentos foi o 
teste-t para amostras independentes, utilizando-se o software Statistica 7.0. Para 3 ou mais 
tratamentos, os dados foram avaliados pela análise de variância, comparando as médias pelo 
teste Scott-Knott, através do software Assistat 7.7. 
3. Resultados 
3.1. Incidência e quantificação de fungos filamentosos nas matérias-primas, 
ar do ambiente de processamento e produto final 
De um total de 340 amostras analisadas, os fungos filamentosos foram detectados 
em 60% (n=205). No total, foram obtidos 414 isolados fúngicos e todos foram identificados, 
sendo 144 das matérias-primas (34,8%), 103 dos bolos (24,9%) e 167 (40,3%) provenientes 
do ar do processamento industrial. 
Dentre as amostras de matérias-primas analisadas foi detectada presença de 
fungos filamentosos em todas as amostras de farinha de trigo para bolo (n=15) e fubá de 
milho (n=15), enquanto que as amostras de açúcares analisadas 33,3% estavam contaminadas, 
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de farinha de soja 20%, de amidos 19,2%, de cacaus 11,9% e de soro de leite 6,6%. As 
amostras foram coletadas em dois lotes (datas diferentes). 
Na tabela 1 pode-se observar que não houve diferença significativa na contagem 
de bolores em diferentes matérias-primas detectados no lote 1. Já no lote 2 não houve 
diferença significativa apenas nas contagens relacionadas a farinha de trigo e fubá de milho, 
as quais foram as maiores em relação à outras matérias-primas. Houve diferença significativa 
entre lotes para as matérias primas farinha de soja, farinha de trigo e soro de leite (p<0,05), 
sendo o lote 1 com maiores valores para farinha de soja (3,06±1,83 log UFC/g) e soro de leite 
(2,59±1,03 log UFC/g) e o lote 2 para farinha de trigo (3,19±0,26 log UFC/g). 
Nas amostras de farinha de trigo houve predominância de fungos dos gêneros 
Aspergillus (45,6%) dentre as 46 espécies detectadas nesta matéria-prima, predominando a 
espécie A. candidus, seguida pelas espécies A. flavus, A. terreus, A. niger e A. versicolor. Em 
seguida detectou-se o gênero Penicillium (26,1%) predominando a espécie P. citrinum e 
Eurotium (26,1%) predominando a espécie E. amstelodami. Dos 51 isolados fúngicos 
encontrados nas amostras de fubá de milho houve predominância dos gêneros Cladosporium 
(29,4%), seguidos pelo gênero Aspergillus (23,5%) com destaque às espécies A. flavus e A. 
niger e Penicillium (15,7%) com destaques à espécie P. citrinum. 
Dentre os 113 isolados analisados nas matérias-primas (n=41) e que também 
foram detectados nos bolos (n=72) (item 3.2.1), a espécie A. niger teve alta ocorrência no 
fubá de milho (20,0%). Já as espécies A. flavus e P. citrinum tiveram ocorrência alta tanto no 
fubá de milho, 12,2% e 7,7%, respectivamente, quanto na farinha de trigo, 7,3% e 15,4%, 
respectivamente (Figura 2).  
3.1.1. Ar do ambiente de processamento 
As amostragens dos fungos filamentosos realizadas nas visitas em diferentes 
pontos (masseira, forno/resfriamento e embalagem) foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott 
ao nível de significância de 95% (Tabela 2), de acordo com o tipo de massa feito no processo 
(clara ou escura). 
As amostragens de ar realizadas na região da embalagem da visita A, embalagem 
e saída de forno da visita C não apresentaram diferença significativa (p<0,05) de acordo com 
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o teste de Scott-Knott. O mesmo foi observado na região do forno da visita A, masseira da 
visita C e forno e embalagem da visita D. 
Nas datas de amostragem D e E foram feitas apenas amostragens de ar durante o 
processamento de massa clara e na data de amostragem B apenas de massa escura. Nas outras 
datas realizou-se amostragem tanto no processamento de massa clara quanto de massa escura. 
As maiores contagens obtidas tanto para massa clara quanto para massa escura 
foram detectadas na saída do forno e embalagem. 
Observando-se os comparativos em cada visita, nas visitas A e E, durante o 
processamento de massa clara, detectou-se diferença significativa entre os três pontos de 
amostragem, sendo que na masseira detectou-se a menor contagem, 2,19±0,11 e 2,05±0,12 
log UFC/m
3
, respectivamente. Já nas visitas C e D não detectou-se diferença significativa 
entre saída do forno e embalagem. A contagem de fungos filamentosos foi significativa na 
masseira e também apresentou valores abaixo em comparação aos outros pontos de 
amostragem, 2,41±0,04 e 2,18±0,09 log UFC/m
3
, respectivamente. 
Durante o processamento de massa escura houve pouca diferença significativa 
entre as amostragens de ar entre as diferentes visitas e pontos de amostragens. As menores 
contagens (p<0,05) ocorreram na masseira (2,18±0,11 log UFC/m
3
) e embalagem (2,23±0,10 
log UFC/m
3
) durante a amostragem da visita A.  
Não houve diferença significativa (p<0,05) em nenhum dos pontos de 
amostragem na visita C. Já na visita B houve diferença significativa na amostragem realizada 
na masseira, (2,30±0,13 log UFC/m
3
), mas não houve diferença nas amostragens do forno e 
embalagem. Na visita A houve diferença significativa na amostragem realizada na saída do 
forno (2,31±0,10 log UFC/m
3
), mas não houve diferença nas amostragens da masseira e 
embalagem. 
Nas etapas de processamento foram isolados, 25,5% da região da masseira, 42,2% 
da região de saída de forno e resfriamento e 32,3% da região de embalagem.  As espécies 
predominantes e em ordem decrescente no ar ambiente da fábrica são P. paxilii (14,9%), P. 
chermesium, A. flavus (13,8%), P. citrinum (9,6%) e A. niger (8,9%). Entretanto, o A. flavus, 
68 
 
 
 
A. niger, P. citrinum e P. paxilii já haviam sido recuperados também na matéria-prima, logo 
são comuns portanto, à matéria-prima e ao ambiente. 
Analisando-se as áreas de amostragem, na masseira obteve-se predominância das 
espécies P. chermesium (20,4%) e P. citrinum (16,3%). Na região do forno e resfriamento, a 
predominância, nas mesmas proporções, foi de A. flavus e A. niger (18,4%). Já na região de 
embalagem as espécies predominantes foram P. paxilii (23,4%), P. chermesium (19,1%), A. 
flavus (17,9%) e P. citrinum (12,8%). 
Durante a produção de massas escuras isolou-se maior diversidade de espécies 
fúngicas e as espécies predominantes foram diferentes. Em massa escura dentre 60 isolados 
predominou-se A. niger (25%), P. paxilii (26,7%) e P. citrinum (18,3%), e em massa clara 
dentre os 42 isolados predominou-se A. flavus (35,7%) e P. chermesium (30,9%). 
3.1.2. Bolos industrializados “tipo inglês” ao final da vida útil 
Fez-se a contagem fúngica dos bolos de laranja e chocolate nos dois meios de 
cultura DG-18 e DRBC. Como pode ser observado na Tabela 3, a contaminação e número de 
isolados são superiores nos bolos de chocolate, se comparados aos bolos de laranja e diferem 
significativamente (p<0,05) pelo teste-t. Não houve diferença significativa (p>0,05) entre as 
contagens detectadas nos diferentes meios de cultura para um mesmo sabor de bolo. As 
principais espécies nos bolos deteriorados foram A. flavus (28,15%), P. citrinum (18,45%), P. 
paxilli (14,56%) e A. niger (6,8%), comuns também no ambiente da fábrica.   
3.2. Avaliação do comportamento microbiano frente aos conservantes 
Três formulações diferentes foram desenvolvidas para avaliação do crescimento 
fúngico frente aos conservantes de 12 isolados encontrados nos bolos. De acordo com a 
Tabela 4 pode-se observar que nenhum isolado se desenvolveu nas formulações com 
conservantes, independente da presença e do tipo de conservante (ácido sórbico ou sorbato de 
potássio). Apenas os isolados P. glabrum (LMQA-058) e P. citrinum (LMQA-053) 
apresentaram micélio visível (>2 mm) a partir do 19º e 44º dia, respectivamente, dentro dos 
45 dias avaliados a 25ºC. As visualizações foram realizadas diariamente. Os parâmetros 
intrínsecos, atividade de água e pH, foram medidos no início do experimento e apresentaram 
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os seguintes valores: Formulação 1 (aw = 0,7830 / pH = 5,98); Formulação 2 (aw = 0,7810 / 
pH 5,74) e Formulação 3 (aw = 0,7878 / pH 6,21). 
3.3. Seleção de fungos filamentosos em relação à atividade de água, pH e 
conservantes em meio de cultura MEA (Àgar Extrato de Malte) 
Os fungos foram isolados dos bolos (A. niger (LMQA_050); A. clavatus 
(LMQA_051); A. flavus (LMQA_052); P. citrinum (LMQA_053); P. brevicompactum 
(LMQA_054); P. citreonigrum (LMQA_055); P. crustosum (LMQA_056); P.olsonii 
(LMQA_057); P. glabrum (LMQA_058); P. raistrickii (LMQA_059); P. chermesium 
(LMQA_060) e P. spinulosum (LMQA_061)) e avaliados em relação aos conservantes, pH e 
atividade de água. Foram avaliados 12 diferentes formulações para o Ágar Extrato de Malte 
(MEA) (Tabela 5). 
Com 7 dias de acompanhamento o P. citrinum (LMQA_053) apresentou o mais 
rápido crescimento nas três temperaturas (20, 25 e 30ºC), seguido do P. brevicompactum 
(LMQA_054). Com 30 e 45 dias P. brevicompactum (LMQA_054) apresentou maior 
crescimento a 20ºC, enquanto o P. citrinum (LMQA_053) apresentou maior crescimento a 25 
e 30ºC. Essas duas espécies também apresentaram as maiores positividades (%) de 
crescimento, nas três temperaturas. 
As espécies  A. flavus (LMQA_052) e P. spinulosum (LMQA_061) não 
apresentaram nenhum crescimento visual (>2 mm) durante a avaliação do experimento; A. 
niger (LMQA_050), P. citreonigrum (LMQA_055), P. crustosum (LMQA_056), P. glabrum 
(LMQA_058), P. raistrickii (LMQA_059) e P. chermesium (LMQA_060) não se 
multiplicaram em MEA com aw≤0,83, em ambos os valores de pH (6,00 e 6,50). Apenas a 
espécie P. crustosum (LMQA_056) apresentou crescimento em MEA a 0,83 de atividade de 
água com pH 6,00 e presença de conservante (0,1% de sorbato de potássio + 0,47% de 
propionato de cálcio). As espécies P. citrinum (LMQA_053) e P. brevicompactum 
(LMQA_054) se multiplicaram em todas as formulações, exceto na formulação 1, com 
atividade de água 0,78, pH 6,00 e presença de conservante (0,1% de sorbato de potássio + 
0,47% de propionato de cálcio). 
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4. Discussão 
No presente estudo determinou-se a incidência e quantidade de fungos presentes 
desde a matéria-prima até o ambiente de processamento e produto final em uma unidade de 
processamento de bolos.   
As matérias-primas com contaminações significativamente maiores (p<0,05), 
dentre as avaliadas, foram farinha de trigo e fubá de milho dentro do lote 2, de 3,19±0,26 log 
UFC/g e 3,80±0,81 log UFC/g respectivamente (Tabela 1). A contaminação destas matérias-
primas ocorre principalmente durante o processamento de obtenção da moagem do grão de 
trigo e de milho. As possíveis falhas na armazenagem, na secagem e moagem destes insumos 
podem gerar grande deterioração e proliferação fúngica, caso ocasionem um aumento ou a 
não redução da umidade dos grãos. O fato de estas matérias-primas apresentarem contagem 
fúngica e serem amplamente dispersas no ambiente, faz com que aumente a quantidade de 
esporos fúngicos presentes no ambiente fabril. A contaminação presente na farinha de trigo já 
foi registrada em outros estudos com valores aproximados e em torno de 2 a 5 log UFC/g, 
bem como a contaminação em farinha integral de milho em valores mais elevados (4,8 log 
UFC/g) que os detectados em fubá de milho. (Berghofer et al., 2003; Santos et al., 2016; 
Weidenborner et al., 2000).  
Em um estudo sobre quantificação de fungos revelou-se que os principais gêneros 
detectados em grão e farinha de trigo foram Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e 
Eurotium, porém não foram estudadas as espécies predominantes nos gêneros destacados 
(Berghofer et al., 2003). No presente estudo as amostras de farinha de trigo também 
apresentaram predominância de fungos do gênero Aspergillus, enquanto que nas amostras de 
fubá de milho a predominância foi do gênero Cladosporium, estando em concordância com 
Berghofer et al., 2003. Dentre as espécies isoladas nas matérias-primas e bolos 
industrializados, a alta ocorrência, tanto na farinha trigo quanto no fubá de milho foram A. 
flavus e P. citrinum (Figura 2). A. flavus é comumente encontrado em produtos a base de 
milho e em produtos de panificação. Possui temperatura ótima de crescimento de 30ºC e 
atividade de água ótima entre 0,82 e 0,90. Suas características favorecem seu crescimento em 
bolos industrializados caso ocorra contato com o produto ou sua dispersão no ar ambiente da 
fábrica (Abellana et al., 2001; González et al., 1988; Samapundo et al., 2007). Já o P. 
citrinum, com poucos registros em produtos de panificação, é comumente encontrado em 
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cereais como arroz, trigo, cevada, milho, farinha, mas também pode ser detectado no ar 
ambiente e especiarias (Comerio et al., 1998; Houbraken et al., 2010; Pitt and Hocking, 1979; 
Smith et al., 2001; Zachetti et al., 2013). É mesófilo com mínimo de crescimento a 
temperatura de 5ºC, máximo a 37ºC e ótimo a 26-30ºC. A atividade de água mínima relatada 
é de 0,80 a 0,84 a 25ºC. É a espécie de Penicillium mais sensível a alterações no pH 
(Houbraken et al., 2010; Pitt and Hocking, 1979; Smith et al., 2001; Wheeler et al., 1991). 
Sua sensibilidade pode ser fator importante para controle fúngico em bolos industrializados, 
onde o pH pode ser controlado com uso de ácidos orgânicos nas suas formulações. 
As análises das amostras do ar ambiente de processamento indicaram que as 
contagens mais elevadas (p<0,05) foram encontradas nas amostras coletadas na área de 
embalagem (visita A), saída de forno (visita C) e embalagem (visita C) durante o 
processamento de massa clara, 2,56 ±0,07, 2,56±0,02, 2,54±0,02 log UFC/m
3
, 
respectivamente (Tabela 2). Durante o processamento de massa escura houve pouca diferença 
significativa entre as amostragens de ar, as diferentes visitas e pontos de amostragens. A 
avaliação do ar ambiente do processamento mostrou, durante o processamento de massa clara, 
uma maior contagem na região de saída do forno e área de resfriamento, e podem estar 
relacionados à presença de circuladores de ar presente na região, impactando na contaminação 
do ar. Estes circuladores de ar são comumente empregados em indústria de panificação e 
devem possuir controle de limpeza e trocas de filtros garantindo qualidade do ar. Devido à 
possível recontaminação dos produtos após assamento, a área entre forno e embalagem deve 
ser o principal ponto de controle para reduzir a deterioração dos produtos, visto que o produto 
fica exposto por 60 minutos a este ambiente. 
A média encontrada para fungos no ar ambiente (2,05 a 2,56 log UFC/m
3
) foi 
registrada como média em outro trabalho para fungos e leveduras (2,64 a 2,83 log UFC/m
3
) 
(den Aantrekker et al., 2003), no entanto estes valores não foram detectados especificamente 
em indústrias de panificação, e sim em indústrias de lácteos, cárneos, etc. As espécies 
predominantes e em ordem decrescente no ar ambiente da fábrica são P. paxilii (14,9%), P. 
chermesium e A. flavus (13,8%), P. citrinum (9,6%) e A. niger (8,9%). Estas espécies foram 
predominantementes isoladas na região do forno/resfriamento e região de embalagem.   
Nos bolos detectaram-se as espécies A. flavus (28,15%), P. citrinum (18,45%), P. 
paxilli (14,56%) e A. niger (6,8%). A contagem maior foi detectada nos bolos de chocolate 
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em relação aos de laranja (p<0,05) (Tabela 3). No meio de cultura DG-18 quantificou-se em 
bolos de chocolate 3,48±2,60 e em bolos de laranja 2,00±0,00 log UFC/g. A mesma diferença 
significativa foi detectada nas análises realizadas com o meio de cultura DRBC, sendo em 
bolos de chocolate 3,83±2,88 e em bolos de laranja 2,00±0,00 UFC/g. O ingrediente que 
diferencia os sabores de bolo é o cacau, o qual apresentou uma contagem fúngica total de 
2,18±0,57 (lote 1) e 2,02±0,08 (lote 2) log UFC/g. Os esporos fúngicos podem se espalhar 
facilmente no ambiente de processamento, podendo justificar a pouca variação de contagem 
fúngica entre os pontos de amostragem do ar (masseira, forno/resfriamento e embalagem). 
Durante a produção de massas escuras isolou-se maior diversidade de espécies fúngicas e as 
espécies predominantes foram diferentes. Em massa escura dentre 60 isolados predominou-se 
A. niger (25%), P. paxilii (26,7%) e P. citrinum (18,3%), e em massa clara dentre os 42 
isolados predominou-se A. flavus (35,7%) e P. chermesium (30,9%).  
A. flavus e A. niger aparecem com grande ocorrência em contaminação de 
amendoim, cereais e produtos de cereais, e em cacau nas etapas de secagem e armazenamento 
(Copetti et al., 2011; Pitt and Hocking, 2009). Têm rápido crescimento entre 25 e 37ºC. A 
atividade de água para seu crescimento varia de 0,77 a 0,99 dependendo da temperatura (Pitt 
and Hocking, 1979). O pH ótimo para crescimento é em torno de 7,5, mas podem crescer em 
ampla faixa de pH  (Pitt and Hocking, 1979). Dentre as espécies de Penicillium, as três (P. 
paxilii, P. citrinum e P. chermesium) possuem ocorrência em cereais como milho, trigo, soja, 
mas apenas a espécies P. chermesium foi detectada anteriormente em bolos e rocamboles (Le 
Lay et al., 2016; Pitt and Hocking, 2009). Existem registros de detecção de P. citrinum em 
cereais e farinhas de trigo (Comerio et al., 1998; ICMSF, 2005; Lavermicocca et al., 2003) e 
pães em menor incidência (Santos et al., 2016). Não há registros deste deteriorante em bolos 
industrializados e este foi o primeiro estudo que detectou tal espécie como resistente aos 
parâmetros físico-químicos e formulações dos bolos. Vale ressaltar que para bolos 
industrializados, ar ambiente e matérias-primas os isolados de maior incidência (P. citrinum, 
P. paxilli, A. niger e A. flavus) foram comuns indicando persistência ao longo da cadeia 
produtiva. 
De acordo com a literatura, os sais dos ácidos atuam de maneira mais eficaz, em 
relação aos ácidos como conservantes, devido sua melhor dissolução (Guynot et al., 2005; 
Suhr and Nielsen, 2004). No presente estudo não foi registrado diferença no crescimento das 
espécies em análise no bolo de chocolate com conservantes, ácido sórbico ou sorbato de 
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potássio com propionato de cálcio. Os crescimentos registrados foram apenas nas formulações 
sem conservante. Os isolados P. glabrum e P. citrinum apresentaram micélio visível (>2 mm) 
a partir do 19º e 44º dia, respectivamente.  
Avaliou-se também qual espécie fúngica foi a mais resistente ao conservante, pH 
e atividade de água. As espécies que melhor se desenvolveram no meio ágar Extrato de Malte 
(MEA) foram P. citrinum e P. brevicompactum. Ambas as espécies apresentaram maior 
probabilidade de crescimento e cresceram mais rápido nas diferentes condições avaliadas.  
Outro estudo revelou que em bolos com atividade de água 0,80, pH no valor de 
6,50 e temperatura a 25ºC o aparecimento de micélio visível de A. candidus foi detectado com 
26 dias  (Huchet et al., 2013). Mesmas condições foram representadas no presente estudo com 
ágar extrato de malte (formulação 4), onde houve crescimento dentro de 15 dias para P. 
citrinum e  30 dias para P. brevicompactum. Mostrando que na ausência de qualquer 
conservante o controle do crescimento fúngico fica dificultado e totalmente dependente das 
características intrínsecas do meio, como atividade de água e pH.  
Em outro estudo mostrou que para espécie Eurotium sp. em bolos registrou-se 
crescimento a 30ºC com atividade de água de 0,75 e a 25ºC com atividade de água 0,75 e 0,80 
(Abellana et al., 1999b). Devido as características dos bolos no presente estudo, não foram 
detectadas espécies do gênero Eurotium sp. 
P. citrinum foi comumente encontrado nas matérias-primas, ar ambiente de 
processamento e bolos industrializados. Mostrou-se como a espécie mais crítica à 
deterioração dos alimentos. Apresentou crescimento nos bolos em estudo na ausência de 
conservante, mostrou resistência aos conservadores e facilidade de crescimento em diferentes 
atividades de água, pH e temperaturas. 
Mesmo com o uso de estratégias de controle, como ambientes assépticos e 
prevenção no controle de qualidade de matérias-primas, o crescimento fúngico é um problema 
persistente na indústria de panificação em geral. Visto que o fungo P. citrinum foi isolado de 
bolos deteriorados e mostrou resistência a conservantes, os resultados deste estudo podem ser 
utilizados para desenvolvimento de formulações de bolos mais estáveis à vida útil e 
desenvolvimento de modelagem preditiva para predizer o comportamento microbiano frente 
aos parâmetros intrínsecos e extrínsecos ao produto.  
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Figura 1. Fluxograma planejamento experimental fatorial completo para seleção dos fungos.. 
 
 
Figura 2. Ocorrência das espécies fúngicas deteriorantes (%) em relação ao total isolado 
analisado em amostras de bolos (n=72 isolados) e matérias-primas (n=41 isolados). 
 
 
79 
 
 
 
 
Tabela 1. Enumeração de fungos filamentosos em matérias-primas 
Amostras (N*) Lote 1** Lote 2** 
Farinha de trigo (15) 2,80±0,36
Ba
 3,19±0,26
 Aa
 
Açúcar cristal (15) 2,39±0,68
a
 2,45±0,96
b
 
Amido de milho (26) 2,29±0,99
a
 2,23±0,76
b
 
Cacau em pó (42) 2,18±0,57
a
 2,02±0,08
b
 
Farinha de soja (15) 3,06±1,83
Aa
 2,01±0,05
Bb
 
Fubá de milho (15) 3,09±0,37
a
 3,80±0,81
a
 
Soro de leite (15) 2,59±1,03
Aa
 2,00±0,00
Bb
 
* N: número totais de amostras analisadas / Limite de enumeração 2 log UFC/g. **Diferentes 
letras maiúsculas na mesma linha indicam diferença significativa entre lotes de acordo com o 
teste-t (p<0,05). Diferentes letras minúsculas na mesma coluna indicam diferença 
significativa entre as matérias-primas de acordo com o teste Tukey (p<0,05). 
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Tabela 2– Informações das temperaturas e contagem de fungos filamentosos em diferentes 
visitas. 
Tipo de Massa 
(Clara/Escura) 
Visita Ponto de Coleta Média log UFC/m
3*
 
Clara A Masseira 2,19 ±0,11
d
 
  Saída forno 2,47 ±0,16
b
 
  Embalagem 2,56 ±0,07ª 
 C Masseira 2,41±0,04
b
 
  Saída forno 2,56±0,02
a
 
  Embalagem 2,54±0,02
a
 
 D Masseira 2,18±0,09
d
 
  Saída forno 2,45±0,04
b
 
  Embalagem 2,47±0,03
b
 
 E Masseira 2,05±0,12
e
 
  Saída forno 2,41±0,11
b
 
  Embalagem 2,31±0,13
c
 
Escura A Masseira 2,18±0,11
C
 
  Saída forno 2,31±0,10
B
 
  Embalagem 2,23±0,10
C
 
 B Masseira 2,30±0,13
B
 
  Saída forno 2,49 ±0,06
A
 
  Embalagem 2,54 ±0,04
A
 
 C Masseira 2,43 ±0,03
A
 
  Saída forno 2,50 ±0,07
A
 
  Embalagem 2,52±0,08
A
 
Limite de quantificação 2 log UFC/g. *Diferentes letras minúsculas na mesma coluna indicam 
diferença significativa entre leituras realizadas durante processo de massa clara de acordo 
com o teste de Scott-Knott (p<0,05). Diferentes letras maiúsculas na mesma coluna indicam 
diferença significativa entre leituras realizadas durante processo de massa escura de acordo 
com o teste de Scott-Knott (p<0,05).                     
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Tabela 3. Enumeração de fungos filamentosos em bolos industrializados “tipo inglês” em 
DG-18 e DRBC 
Sabor Bolo Média log UFC/g 
DG-18* 
Nº Isolados Média log 
UFC/g  DRBC* 
N° Isolados 
Chocolate(n=30) 3,48±2,60
 aA
 44 3,83±2,88
 aA
 55 
Laranja(n=20) 2,00±0,00
bA
 2 2,00±0,00
bA
 2 
Limite de quantificação 2 log UFC/g. *Diferentes letras minúsculas na mesma coluna indicam 
diferença significativa entre os sabores de acordo com o teste-t (p<0,05). Diferentes letras 
maiúsculas na mesma linha indicam diferença significativa entre os meios de cultura de 
acordo com o teste-t (p<0,05). 
 
Tabela 4. Capacidade de multiplicação de P. citrinum e P. glabrum em diferentes 
formulações de bolo de chocolate 
Espécies Formulações 
Crescimento Observado 
Diário (Triplicata)** 
  7D 15D 30D 45D 
P. citrinum 1  0 0 0 0 
(LMQA-053)  2 0 0 0 0 
  3 0 0 0 1 
P. glabrum 1 0 0 0 0 
 (LMQA-058) 2 0 0 0 0 
  3 0 0 2 3 
*Formulações (1 – 0,47% propionato de cálcio + 0,1% sorbato de potássio / 2- 0,47% 
propionato de cálcio + 0,075% de ácido sórbico / 3 – controle sem conservantes) **Demais 
espécies (LMQA_050; LMQA_051; LMQA_052; LMQA_054; LMQA_055; LMQA_056; 
LMQA_057; LMQA_059; LMQA_060 e LMQA_061) não apresentaram crescimento visível 
no período de avaliação. 
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Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Continua). 
 
Formulações* 
Espécies 
Crescimento fúngico (% positividade)** 
20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
6 SC/pH6/aw0,83 A. niger 0 0 0 0 0 0 66 66 0 0 0 0 
9 CC/pH6/aw0,88 (LMQA_050) 0 0 0 0 0 100 100 100 0 66 66 66 
10 SC/pH6/aw0,88  0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  66 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
10 SC/pH6/aw0,88 A. clavatus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 66 66 
11 CC/pH6,5/aw0,88 (LMQA_051) 0 0 0 0 0 0 33 33 66 66 66 66 
12 SC/pH6,5/aw0,88  0 0 0 0 0 100 100 100 100 100 100 100 
2 SC/pH6/aw0,78 P. citrinum 0 0 66 100 0 100 100 100 0 0 0 0 
3 CC/pH6,5/aw0,78 (LMQA_053) 0 0 0 0 0 0 100 100 0 0 0 0 
4 SC/pH6,5/aw0,78  0 0 100 100 0 100 100 100 0 0 0 100 
5 CC/pH6/aw0,83  0 0 100 100 0 100 100 100 0 33 66 66 
6 SC/pH6/aw0,83  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
7 CC/pH6,5/aw0,83  66 100 100 100 100 100 100 100 66 100 100 100 
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Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Continuação). 
 
Formulações* 
Espécies 
Crescimento fúngico (% positividade)** 
20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
8 SC/pH6,5/aw0,83 P. citrinum 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
9 CC/pH6/aw0,88 (LMQA_053) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
2 SC/pH6/aw0,78 P. brevicompactum 0 0 100 100 0 0 100 100 0 0 0 0 
3 CC/pH6,5/aw0,78 (LMQA_054) 0 0 66 66 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 SC/pH6,5/aw0,78  0 0 100 100 0 0 100 100 0 0 0 0 
5 CC/pH6/aw0,83  0 0 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 SC/pH6/aw0,83  100 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
7 CC/pH6,5/aw0,83  66 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
8 SC/pH6,5/aw0,83  100 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
9 CC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 66 66 66 66 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Continuação). 
 
Formulações* 
 Crescimento fúngico (% positividade)** 
Espécies 20ºC 25ºC 30ºC 
 7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
11 CC/pH6,5/aw0,88 P. brevicompactum 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88 (LMQA_054) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
6 SC/pH6/aw0,83 P. citreonigrum 0 0 100 100 0 66 100 100 0 66 66 66 
7 CC/pH6,5/aw0,83 (LMQA_055) 0 0 66 66 0 0 100 100 0 0 0 0 
8 SC/pH6,5/aw0,83  0 0 100 100 66 100 100 100 33 100 100 100 
9 CC/pH6/aw0,88  0 0 100 100 0 100 100 100 0 66 100 100 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
5 CC/pH6/aw0,83 P. crustosum 0 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 SC/pH6/aw0,83 (LMQA_056) 0 0 100 100 0 100 100 100 0 33 33 33 
7 CC/pH6,5/aw0,83  0 0 100 100 0 100 100 100 0 0 0 0 
8 SC/pH6,5/aw0,83  0 100 100 100 100 100 100 100 0 33 33 33 
9 CC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
85 
 
 
 
Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Continuação). 
 
Formulações* 
 Crescimento fúngico (% positividade)** 
Espécies 20ºC 25ºC 30ºC 
 7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
10 SC/pH6/aw0,88 P. crustosum 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88 (LMQA_056) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
2 SC/pH6/aw0,78 P. olsonii 0 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 CC/pH6/aw0,83 (LMQA_057) 0 0 66 66 0 0 100 100 0 0 0 0 
6 SC/pH6/aw0,83  0 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
7 CC/pH6,5/aw0,83  0 66 100 100 33 100 100 100 0 0 0 0 
8 SC/pH6,5/aw0,83  0 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
9 CC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
6 SC/pH6/aw0,83 P. glabrum 0 66 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
7 CC/pH6,5/aw0,83 (LMQA_058) 0 0 100 100 0 100 100 100 0 0 0 0 
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Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Continuação). 
 
Formulações* 
Espécies 
Crescimento fúngico (% positividade)** 
20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
8 SC/pH6,5/aw0,83 P. glabrum 0 100 100 100 100 100 100 100 33 33 33 33 
9 CC/pH6/aw0,88 (LMQA_058) 0 100 100 100 100 100 100 100 66 100 100 100 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
6 SC/pH6/aw0,83 P. raistrickii 0 0 33 66 0 0 0 0 0 0 0 0 
7 CC/pH6,5/aw0,83 (LMQA_059) 0 0 0 33 0 0 66 66 0 0 0 0 
8 SC/pH6,5/aw0,83  0 0 66 66 0 100 100 100 0 0 0 0 
9 CC/pH6/aw0,88  0 100 100 100 0 100 100 100 0 0 0 0 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 66 66 66 66 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
6 SC/pH6/aw0,83 P. chermesium 0 33 100 100 0 100 100 100 0 0 0 0 
7 CC/pH6,5/aw0,83 (LMQA_060) 0 0 0 66 0 0 100 100 0 0 0 0 
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Tabela 5. Resposta de crescimento de espécies fúngicas isoladas de bolos deteriorados após 7, 15, 30 e 45 dias de incubação em MEA 
modificado com diferentes valores de pH, aw e conservantes (Conclusão). 
 
Formulações* 
Espécies 
Crescimento fúngico (% positividade)** 
20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
8 SC/pH6,5/aw0,83 P. chermesium 0 66 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 
9 CC/pH6/aw0,88 (LMQA_060) 0 100 100 100 66 100 100 100 0 66 66 66 
10 SC/pH6/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
11 CC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
12 SC/pH6,5/aw0,88  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
*Todas as formulações foram avaliadas em triplicatas. ** Não foram apresentados os resultados negativos de crescimento nas triplicatas. 
Legenda (SC = sem conservante / CC = com conservante 0,1% sorbato de potássio + 0,47% propionato de cálcio) 
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Tabela Suplementar 1. Espécies de fungos filamentosos isolados das amostras de matérias-
primas, bolos deteriorados e ar do ambiente de processamento. *N = Amostras analisadas / n 
= Amostras contaminadas. (Continua). 
Identificação 
Isolado 
Bolo 
Farinha 
de trigo 
Açúcar 
cristal 
Amido Cacau 
Farinha 
de soja 
Fubá 
de 
Milho 
Soro de 
leite 
Ar Total % 
N(n) 50 (9) 15 (15) 15 (5) 26 (5) 42 (5) 15 (3) 15 (15) 15 (1) 147 (147)     
A. aculeatus     1             1 0,24 
A. candidus   14               14 3,38 
A. clavatus 1   1       1     3 0,72 
A. flavus 29 3 1   1 1 5 1 23 64 15,46 
A. nidulans     1             1 0,24 
A. niger 7 1 1 2 3   4 2 15 35 8,45 
A. ochraceus                 3 3 0,72 
A. sydowii             1     1 0,24 
A. tamarii         1       2 3 0,72 
A. terréus   2         1   1 4 0,97 
A. versicolor   1             2 3 0,72 
A. wentii                 2 2 0,48 
Cladosporium sp. 5   2 5 6 5 15   1 39 9,42 
Chrysonilia       1     2 1   4 0,97 
Demáceo 2                 2 0,48 
E. amstelodami   6       2       8 1,93 
E. chevalieri   5     1       3 9 2,17 
E. repens   1               1 0,24 
E. rubrum             2     2 0,48 
Fusarium sp.             2   1 3 0,72 
Mycelia sterilia   1         7   1 9 2,17 
Mucor sp.             2   7 9 2,17 
P. brevicompactum 4       4   1   10 19 4,59 
P. chermesium 1               23 24 5,80 
P. citreonigrum                   0 0,00 
P. citrinum 19 4   1     2   16 42 10,14 
P. commune                 1 1 0,24 
P. corylophilum   1               1 0,24 
P. crustosum 6 1         1   3 11 2,66 
P. expansum   2             1 3 0,72 
P. glabrum 3                 3 0,72 
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Tabela Suplementar 1. Espécies de fungos filamentosos isolados das amostras de matérias-
primas, bolos deteriorados e ar do ambiente de processamento. *N = Amostras analisadas / n 
= Amostras contaminadas. (Conclusão). 
Identificação 
Isolado 
Bolo 
Farinha 
de trigo 
Açúcar 
cristal 
Amido Cacau 
Farinha 
de soja 
Fubá 
de 
Milho 
Soro de 
leite 
Ar Total % 
N(n) 50 (9) 15 (15) 15 (5) 26 (5) 42 (5) 15 (3) 15 (15) 15 (1) 147 (147)     
P. griseofulveum   1             1 2 0,48 
P. olsonii 1               3 4 0,97 
P. paxilli 15           1   25 41 9,90 
P. polonicum   3         1     4 0,97 
P. raistrickii 4               11 15 3,62 
P. roqueforti               1   1 0,24 
P. sclerotiorum             1   3 4 0,97 
P. spinulosum 6     1         2 9 2,17 
Paecilomyces 
variotii             1   3 4 0,97 
Talaromyces 
variable         1       4 5 1,21 
Trichoderma sp.             1     1 0,24 
Total 103 46 7 10 17 8 51 5 167 414 100 
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Resumo 
Este estudo teve como objetivo o uso da modelagem preditiva para calcular probabilidades de 
crescimento em função dos parâmetros avaliados, parâmetros intrínsecos (atividade de água, 
pH, conservantes) e extrínseco (temperatura) relacionado à condição de estocagem destes 
produtos. Um delineamento fatorial completo (n=128) foi realizado e foram avaliados 
adicionalmente formulações controles (n=16) sem adição de conservantes, totalizando 144 
formulações. Utilizaram-se fatias de bolos (10g) com diferentes valores de atividade de água 
(0,78; 0,80; 0,83 e 0,86), pH (6,0; 6,3; 6,6 e 7,0), propionato de cálcio (0%, 0,10%, 0,15% e 
0,20%) e sorbato de potássio (0%, 0,05% e 0,10%). Os bolos foram inseridos em placas de 
Petri contendo soluções de água/glicerol e seladas com Parafilm
®
. Foram inoculados com 10
5
 
– 106 conídios/ml de P. citrinum e armazenados a 20, 25 e 30ºC. Durante a estocagem, o 
crescimento fúngico (aparecimento de micélio >2mm de diâmetro) foi verificado diariamente, 
uma vez por dia, por 45 dias. Os resultados de crescimento/não crescimento foram ajustados a 
modelos de regressão logística para obtenção de predições de probabilidade de crescimento 
(valores entre 0 e 1). Gráficos de dispersão foram inseridos, utilizando-se diferentes símbolos 
para crescimento (ponto cheio) e não crescimento (ponto vazio). O modelo probabilístico 
apresentou 79,78% de concordância com os resultados observados. Os dados indicam que a 
temperatura de 25ºC favoreceu a probabilidade de crescimento de P. citrinum. Nas condições 
de ausência de conservantes o crescimento foi postergado em 15 dias com atividade de água 
de 0,78 e pH 6,0 (25 e 30ºC) e em 30 dias a 20ºC. Com o aumento da atividade de água para 
0,83 houve crescimento fúngico com 7 dias a 25 e 30ºC. Menores probabilidades de 
crescimento foram observadas com presença de conservante (0,1% de sorbato de potássio e 
0,2% de propionato de cálcio), atividade de água abaixo de 0,80 e valores de pH abaixo de 
6,6, garantindo os 45 dias de vida útil do produto. O aumento da atividade de água e aumento 
dos valores de pH requereram maiores dosagens de conservantes (sorbato de potássio e 
propionato de cálcio) para redução da probabilidade de crescimento do P. citrinum. No 
entanto, com atividade de água de 0,86 a variação do pH não impactou na ausência de 
crescimento fúngico havendo crescimento de P. citrinum em todas as formulações 
independente dos valores de pH (6,0 a 7,0) e em todas as concentrações de conservantes, 
propionato de cálcio (0% a 0,20%) e sorbato de potássio (0% a 0,10%). O modelo foi 
validado com bolos de chocolate com novos parâmetros dentro das faixas estudadas de 
atividade de água (0,78 a 0,86), pH (6,0 a 7,0) e conservantes, produtos de mercado e de 
literatura com outras faixas de estudos de atividade de água (0,80; 0,82 e 0,85) e valores de 
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pH (6,4; 6,6 e 6,7), gerando 264 respostas e fatores bias de 0,961 e exatidão 1,056. O modelo 
poderá ser utilizado no desenvolvimento de fórmulas mais robustas ao crescimento fúngico.  
Palavras-chaves: deterioração, bolos, microbiologia preditiva, cresce/não cresce, Penicillium 
citrinum, conservante. 
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1. Introdução 
Devido às grandes perdas econômicas por crescimento fúngico em bolos e 
produtos panificados, aumentou-se a preocupação da indústria de alimentos com controles de 
processamento, pré e pós assamento (Guynot et al., 2002; Smith et al., 2004).  
As características intrínsecas dos bolos, como atividade de água (0,78 -0,96), 
umidade (20-35%) e pH (5,2 – 9,0) (Pyler and Gorton, 2009; Smith et al., 2004), tornam-no 
propício à deterioração microbiológica. Esta deterioração pode ocorrer por bactérias, 
leveduras e fungos filamentosos. Altos valores de atividade de água podem privilegiar o 
crescimento de bactérias, destacando-se, por exemplo, deterioração pelo gênero Bacillus 
responsável por problemas como rope (Saranraj and Sivasakthivelan, 2015; Valerio et al., 
2015). No entanto, as leveduras osmofílicas e fungos filamentosos são os principais 
deterioradores destes produtos (Membré et al., 1999; Smith et al., 2004), sendo que os 
gêneros Aspergillus, Penicillium e Eurotium tem destaque. As principais espécies envolvidas 
são Aspergillus candidus (Huchet et al., 2013), Aspergillus niger, Aspergillus flavus, 
Penicillium citrinum (Guynot et al., 2005; Morassi et al., 2016; Santos et al., 2016), Eurotium 
amstelodami, Eurotium chevalieri, Eurotium herbariorum (Fustier et al., 1998; Marín et al., 
2003), Eurotium repens e Eurotium rubrum (Suhr and Nielsen, 2004). 
A espécie P. citrinum é comumente encontrada em cereais como arroz, trigo, 
cevada, milho e farinha, mas também pode ser encontrado no ar ambiente de indústria de 
panificação e especiarias (Comerio et al., 1998; Houbraken et al., 2010; Pitt and Hocking, 
2009; Santos et al., 2016; Smith et al., 2001). Foi detectada em deterioração de bolos 
industrializados antes do final da vida útil. A espécie mostrou-se capaz de crescer em bolo de 
chocolate com baixa atividade de água (0,78), baixo valor de pH (6,00) e na presença de 
conservantes propionato de cálcio (0,47%) e sorbato de potássio (0,10%), comumente 
utilizados em formulações de bolos industrializados para prevenção de crescimento fúngico 
(Morassi et al., 2016). É o principal produtor de micotoxina citrinina, substância tóxica a qual 
prejudica funções renais e hepáticas (Flajs and Peraica, 2009; Frank, 1992; Khosravi et al., 
2012).  
Controlar o crescimento fúngico ao longo da vida útil do produto é um dos 
principais objetivos dos produtores de bolos industrializados. Apesar de medidas serem 
tomadas para uso de matérias-primas de boa qualidade microbiológica e também para evitar a 
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contaminação durante o processamento, é impossível impedir que isso ocorra. Por estes 
motivos, a indústria lança mão de diversas tecnologias e abordagens para aumentar a 
estabilidade microbiológica dos bolos. As estratégias de controle vão desde a prevenção de 
contaminação após assamento, com ambientes assépticos, tratamento pós assamento com uso, 
por exemplo, de luz UV e infravermelho, e controle de multiplicação através de formulações 
com redução de atividade de água, uso de conservantes e uso de embalagens ativas (Guynot et 
al., 2002; Smith et al., 2004). 
O desenvolvimento de fórmulas mais estáveis através de reformulação é 
comumente usada pelas indústrias de panificação. O controle da atividade de água e pH 
podem ser facilmente feitos por ingredientes como umectantes (glicerina, sorbitol, etc) e 
acidulantes (ácido cítrico, ácido lático, etc). Outra ferramenta utilizada para se reformular 
produtos é a microbiologia preditiva, com destaque para modelagem cresce/não cresce. 
A modelagem cresce/não cresce é um tipo de modelagem secundária, na qual a 
influência da variação de fatores intrínsecos (atividade de água, pH e conservantes) e/ou 
extrínsecos (temperatura) é avaliada através de suas combinações visando-se determinar 
valores de probabilidade de multiplicação e gerar interfaces a partir das quais o crescimento é 
observado. Este crescimento pode ser definido como um aumento na contagem microbiana 
(aumento de 100 UFC/g) ou no caso dos fungos, pode ser simplesmente o aparecimento dos 
micélios visíveis a olho nu (Dantigny, 2004; Ross and Dalgaard, 2003; Smith et al., 2004). 
Os trabalhos existentes nesta área foram avaliados em meios de cultura sintéticos 
e apenas validados em bolos (Membré et al., 2001). Não há estudos de modelagem preditiva 
desenvolvidos e validados em bolos, cujos objetivos tenham sido utilizar os parâmetros 
críticos para crescimento fúngico (pH, conservantes, atividade de água e temperatura) de 
forma que facilitasse a reformulação e estudo da estabilidade dos produtos em questão. 
Dado o exposto, este estudo teve como objetivo determinar as probabilidades de 
deterioração de bolos por Penicillium citrinum com diferentes formulações (pH, conservantes 
e atividade de água), estocados em diferentes temperaturas de armazenamento. 
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2. Material e Métodos 
2.1.  Cepas e suspensão de esporos 
Cepa de Penicillium citrinum (LMQA-053) identificada e isolada de bolos 
industrializados foi utilizada neste estudo. Esta cepa mostrou-se resistente e capaz de crescer 
em bolo de chocolate com baixa atividade de água (0,78), baixo valor de pH (6,00) e na 
presença de conservantes propionato de cálcio (0,47%) e sorbato de potássio (0,10%) 
(Morassi et al., 2016). 
A cepa foi cultivada em placas de Petri com meio Ágar Extrato de Malte (MEA, 
formulado (20g de extrato de malte em pó (Oxoid) + 1g de peptona (Dinâmica) + 20g de 
glicose (Dinâmica) + 20g ágar (Oxoid) + 1L de água destilada, (Pitt and Hocking, 2009)) e 
incubadas por 7 dias a 25ºC para obtenção de culturas esporuladas. As suspensões de esporos 
(conídios) foram preparadas através da lavagem de placas com solução à base de água 
destilada estéril contendo 0,01% (v/v) Tween 80  (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) e cuja 
atividade de água foi ajustada com glicerol (Dinâmica) às respectivas atividades de água 
estudadas, seguindo de filtração em 4 camadas de gazes estéreis para separação de fragmentos 
miceliais. Após filtração, as suspensões foram centrifugadas a 12,000 ×g (Sorvall RC-5C, 
Dupont, EUA) por 3 vezes consecutivas a 5ºC por 15 minutos, intercalando-se lavagens com 
solução de água/glicerol a cada ciclo (Dantigny and Nanguy, 2009; Pardo et al., 2005; Silva et 
al., 2010). Foram preparadas 4 suspensões de conídios variando-se as atividades de água 
(0,78, 0,80, 0,83 e 0,86). As concentrações de conídios de cada suspensão foram determinadas 
através da contagem em câmara de Neubauer e ajustada a 10
5
 – 106 conídios/ml (Suhr and 
Nielsen, 2004), com diluições necessárias. As suspensões foram mantidas sob refrigeração 
(4ºC) até o momento de uso por um período de até 4 meses. Para se manter a concentração de 
esporos nas suspensões, foram realizadas a todo experimento, contagem de esporos em 
câmara de Neubauer e contagem/viabilidade confirmada através de contagem em placas de 
Dichloran 18% Ágar Glicerol (DG-18, Acumedia, Michigan, USA), pela técnica de 
plaqueamento em superfície, após diluições necessárias (Pitt and Hocking, 2009). 
2.2. Produção dos bolos 
Bolos sabor chocolate foram produzidos em planta piloto com formulação base 
composta por 25% de farinha de trigo para bolo, 23% de açúcar, 20% de ovo líquido 
pasteurizado, 9% de gordura vegetal, 2% de cacau e outros ingredientes minoritários como 
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sal, ácido cítrico, água, glicerina e fermento químico (bicarbonato de sódio e pirofosfato de 
cálcio). Em outro estudo o bolo de chocolate apresentou maior contaminação e números de 
isolados quando comparados a bolo sabor laranja (Morassi et al., 2016). Os conservantes 
químicos sorbato de potássio e propionato de cálcio foram adicionados em concentrações 
diferentes conforme item 2.3.  
Para produção dos bolos em planta piloto foi utilizado o batimento (Batedeira 
planetária Hobart, N50, Estados Unidos) em duas etapas, sendo que na primeira etapa há 
inclusão da gordura e açúcar (processo conhecido como cremado) e na segunda são 
adicionados todos os ingredientes em pó (farinha, açúcar, etc) e líquidos (água e ovo) para 
obtenção da massa. Em seguida dosou-se a massa em formas de papel alocadas em assadeira 
de ferro com compartimento para bolo. Para o assamento com variação de tempo entre 35 a 
55 minutos, com temperaturas entre 220 a 190ºC controlados pelo próprio equipamento 
(Forno estático HAAS-Meincke, Dinamarca).  
O controle, para que os parâmetros físico-químicos atingissem os valores 
desejados (Tabela 1) foi feito através da adição das quantidades necessárias de glicerina e 
água (para ajuste de atividade de água), ácido cítrico e bicarbonato de sódio (para ajuste de 
pH) e tempo e temperatura de assamento (para controle da atividade de água e umidade). A 
atividade de água foi medida utilizando-se medidor de atividade de água Aqualab 4-TE em 
temperaturas de 25ºC ± 1 (Decagon Devices, Pullman, USA). O pH foi medido utilizando-se 
o equipamento Hanna HI-221 com precisão de ± 0,01 (Hanna Instruments, Brasil). 
Após o resfriamento (~ 60 minutos), os bolos foram embalados em embalagem de 
BOPP (polipropileno biorientado, Converplast, Brasil) metalizada sem aspersão na superfície 
de solução conservante com etanol. 
2.3. Planejamento experimental 
Um delineamento fatorial completo  foi realizado para o estudo combinado do 
efeito das variáveis estudadas no crescimento de P. citrinum (LMQA_053) em bolos de 
chocolate. Os parâmetros estudados e suas faixas foram: pH (6,0; 6,3; 6,6 e 7,0), valores 
médios de atividade de água (0,78; 0,80; 0,83 e 0,86), concentração de conservante 
propionato de cálcio (0,0; 0,10; 0,15 e 0,20% produto final), concentração de conservante 
sorbato de potássio (0,05 e 0,10% produto final) e temperatura (20ºC, 25ºC e 30ºC). Os 
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valores analisados foram avaliados como críticos ao crescimento do P. citrinum (Morassi et 
al., 2016) e correspondem aos obtidos em formulações de bolos e suas respectivas 
temperaturas de estocagem e armazenamento.  
Foram desenvolvidas 128 formulações diferentes (Tabela 1), que foram 
preparadas em triplicatas e estocadas em 3 temperaturas (20ºC, 25ºC e 30ºC), por um período 
de 45 dias, representando a vida útil atual dos bolos. Ao planejamento fatorial completo foram 
adicionados 16 fórmulas controle às quais não foram adicionadas de conservantes (sorbato de 
potássio e propionato de cálcio), e também foram preparadas em triplicatas e estocadas nas 3 
temperaturas. Desta forma, a estabilidade de um total de 144 formulações por temperatura 
frente ao P. citrinum, totalizando em 432 respostas (Tabela 1).  
A utilização de ferramentas da estatística podem auxiliar na verificação do 
comportamento e relevância dos dados experimentais. A análise da normalidade dos 
resultados podem ser conferidos utilizando-se gráficos ou métodos numéricos. Os métodos 
gráficos podem ser representados via histogramas ou  por curvas de normalidade. Já os 
numéricos podem ser avaliados por índices como Kolmogorov-Smirnov (KS), Shapiro-Wilk 
(SK) e Kuiper (V). São apresentados valores calculados, valores críticos e p-valor para 
verificação da normalidade dos resultados. As formulações utilizadas como controle (sem 
conservantes) foram analisadas estatisticamente pelo teste de normalidade de Kiuper. A 
normalidade foi avaliada gráfica e numericamente e estão normalmente distribuídos (Granato 
et al., 2014). 
2.4. Inoculação das diferentes formulações com conídios de P. citrinum e 
condições de estocagem 
Fatias de 10 g de bolos foram transferidas assepticamente para placas de Petri de 
60x15cm estéreis. Conjuntos de 3 placas 60x15cm contendo bolo foram inseridos no interior 
de placas de Petri de 140x15cm (Figura 1). Os valores de atividade de água dos bolos foram 
determinados no início do experimento. Para manter os respectivos valores de atividade de 
água medidos ao longo dos 45 dias de vida útil foram acondicionados algodões hidrofílicos 
estéreis embebidos em soluções água/glicerol com atividade de água correspondente ao do 
bolo e da suspensão. Cada fatia foi então inoculada centralmente com 5µl das suspensões de 
conídios de P. citrinum (LMQA_053), visando-se atingir uma contagem de 10
5
 – 106 
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conídios/g de bolo. Contagem comumente utilizada para padronização da suspensão e 
utilização em desenvolvimento de modelos matemáticos.  
As placas foram fechadas hermeticamente com Parafilm® para garantir troca de 
oxigênio e evitar a troca de umidade com o ambiente, sendo incubadas a 20, 25 e 30ºC por um 
período de até 45 dias. Ao final do período de estocagem foram feitas medições de atividade 
de água conforme descrito no item 2.2. 
2.5. Monitoramento da multiplicação de fungos durante a estocagem de 
bolo de chocolate inoculados com P. citrinum  e modelagem matemática 
Os bolos foram monitorados diariamente, uma vez por dia, para monitoramento 
do aparecimento de colônias visíveis. Considerou-se como positivo o aparecimento da colônia 
medindo a partir de 2 mm. O tamanho da colônia foi determinado com paquímetro digital 
com resolução 0,01mm (Digimess, 100, 175BL Brasil).  
As respostas de multiplicação foram apresentadas apenas para os períodos de 7, 
15, 30 e 45 dias e transformadas em probabilidade de crescimento binomial. Cada valor de 
probabilidade foi obtido através de distribuição binomial (0-1) através da função (DIST. BIN) 
no Excel 2007 proposto por Skandamis e colaboradores (Skandamis et al., 2013) utilizando-se 
da resposta do conjunto das 3 replicatas. Dados de probabilidade foram então modelados pelo 
uso da regressão logística em função das variáveis em estudo. A equação 1 representa o 
modelo de regressão logística secundário incluindo 21 termos. 
            
 
   
                                          
     
         
         
          
            
                    
                                                                  
                                     (1) 
Onde P(t) é a probabilidade de crescimento ou não crescimento da espécie em 
função do tempo (0-1), T é a temperatura, aw, o valor da atividade de água, pH, o valor de pH, 
prop, o valor da concentração (%) do conservante propionato de cálcio, sorb, o valor da 
concentração (%) do conservante sorbato de potássio e bi, são os coeficientes que serão 
estimados para cada termo. Os dados referentes a cada formulação foram plotados em 
planilhas no software Statistica 7.0 para obtenção do modelo preditivo que descreve a 
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probabilidade de crescimento (0-1) em função dos parâmetros intrínsecos e extrínsecos 
estudados. A equação foi ajustada utilizando o método de regressão logística e para seleção 
das variáveis foi utilizado o método backward stepwise, disponível em regressões lineares, 
indicando os termos estatisticamente significativos (ρ<0,5) para a cepa em estudo (Equação 
5). Após o ajuste da equação aos dados experimentais foram obtidos os valores de cada 
coeficiente do modelo preditivo logit (P) da probabilidade de crescimento de P. citrinum. 
Para obtenção de predições de probabilidade de crescimento (valores entre 0 e 1) 
utilizou-se a equação 2, substituindo-se Y pelo modelo secundários de regressão logística 
predito (Equação 5). 
   
       
         
  (2) 
 Para obtenção dos gráficos cresce/não cresce foi utilizado Excel 2007 
selecionando-se duas variáveis, uma para cada eixo (x e y) utilizando-se a resposta de 
crescimento (0-1) para cada combinação das duas variáveis. Gráficos de dispersão foram 
inseridos, utilizando-se de diferentes símbolos para crescimento (ponto cheio) e não 
crescimento (ponto vazio). Valores fixos foram definidos para as variáveis que não estavam 
presentes nas coordenadas x e y. Em cada gráfico foi inserida curva de contorno com valor de 
probabilidade P=0,5. 
2.6. Validação do modelo matemático da probabilidade de crescimento do 
P. citrinum (LMQA_053) em função dos parâmetros avaliados 
Após o desenvolvimento do modelo preditivo de cresce/não cresce para P. 
citrinum (LMQA_053) em função de aw, pH e conservantes, foi realizada a etapa de 
validação. Os dados para validação foram escolhidos dentro da faixa estudada para 
desenvolvimento do modelo matemático. Foram feitas combinações randômicas dentro da 
faixa dos parâmetros estudados (pH, aw e conservantes) gerando 16 formulações (Tabela 2). 
Outras combinações dos parâmetros foram retiradas de bolos testados em literatura (Abellana 
et al., 2001, 1999) e de bolos encontrados no mercado, com diferentes sabores (banana, 
baunilha e chocolate) em um total de 6 formulações (Tabela3) totalizando 22 formulações. 
As formulações encontradas e estudadas na literatura possuíam atividade de água 
de 0,75 a 0,90 e pH neutro 7,0. Para validação analisaram-se três pontos dentro da faixa de 
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estudo para atividade de água (0,80; 0,82 e 0,85) e três pontos para pH (6,4; 6,6 e 6,7) 
(Abellana et al., 2001, 1999).  
Para avaliar a adequação do modelo de regressão proposto (Equação 1), a 
normalidade dos resíduos também foi avaliada por gráficos de normalidade (dados observados 
versus previstos) e também do cálculo do índice de Kuiper. Os dados estão normalmente 
distribuídos. 
As mesmas variáveis (aw, pH e conservantes) foram analisadas, dentro do 
intervalo utilizado no desenvolvimento dos modelos preditivos de 45 dias em 3 temperaturas 
de estocagem (20, 25 e 30ºC). A coleta de dados e avaliação da probabilidade de crescimento 
do P. citrinum foi realizada conforme descrito no item 2.5. A performance do modelo 
matemático da validação foi avaliada pelo cálculo de dois fatores: bias (Equação 3) e exatidão 
(Equação 4) utilizando-se Excel 2007. 
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2.7. Análises estatísticas 
Os resultados de atividade de água no início e final do experimento foram 
estatisticamente comparados utilizando-se o software Statistica 7.0 para verificação de 
diferença entre as médias de valores utilizando-se testes de t, com valores de probabilidade 
p<0,05. Não houve diferença significativa entre os valores (dados não mostrados). 
3. Resultados 
Respostas de crescimento/não crescimento foram obtidas para P. citrinum 
(LMQA_053) em bolos de chocolate formulados com diferentes valores de aw, pH, sorbato de 
potássio e propionato de cálcio para 7, 15, 30 e 45 dias, sendo considerado crescimento 
positivo as amostras que apresentaram diâmetro de colônia maior que 2mm (Tabela 4).  
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Durante os 7 primeiros dias após inoculação o P. citrinum cresceu 20% e 21% nas 
temperaturas 25º e 30ºC, respectivamente. Pouco crescimento foi observado a 20ºC (2%). No 
entanto com 45 dias observou-se um aumento no crescimento a 20ºC e a 25ºC com 68% e 
80%, respectivamente e uma estagnação no crescimento a 30ºC (47%) entre 30 e 45 dias 
(Tabela 4). 
As formulações com baixa atividade de água (0,78) apresentaram menor 
probabilidade de crescimento. As maiores probabilidades de crescimento foram observados 
nas formulações com aumento de atividade de água e também em todas as formulações com 
ausência de conservantes (controles).  
Foi observado não crescimento nas formulações com atividade de água 0,78, pH 
igual a 6,0, concentração de sorbato de potássio de 0,05% combinados com 0,10 e 0,15% de 
propionato de cálcio, nas três temperaturas (20º, 25º e 30ºC). No entanto, nas mesmas 
condições de aw, pH e sorbato de potássio, porém com a dosagem de propionato de 0,20% 
observou-se crescimento apenas na temperatura de 25ºC a partir de 30 dias. Nas formulações 
compostas com 0,10% de sorbato de potássio não se observou crescimento em todas as 
concentrações de propionato de cálcio. Considerando a mesma atividade de água (0,78), mas 
com o pH 6,3 não se observou crescimento utilizando-se 0,05% de sorbato de potássio 
combinado com 0,20% de propionato de cálcio e nas fórmulas com 0,10% de sorbato de 
potássio e 0,15 e 0,20% de propionato de cálcio. Portanto observou-se que na mesma faixa de 
atividade de água e com aumento do pH, apenas maiores dosagens de conservante, como 
0,1% de sorbato de potássio e diversas dosagens de propionato de cálcio, foram eficazes na 
redução da probabilidade de crescimento para o P. citrinum. 
O mesmo comportamento foi observado nas outras formulações. O aumento da 
atividade de água e aumento dos valores de pH requereram maiores dosagens de conservantes 
(sorbato de potássio e propionato de cálcio) para redução da probabilidade de crescimento do 
P. citrinum. No entanto, com atividades de água de 0,86 a variação do pH não impactou na 
ausência crescimento fúngico. Houve crescimento de P. citrinum em todas as formulações 
independente dos valores de pH (6,0 a 7,0) e em todas as concentrações de conservantes, 
propionato de cálcio (0% a 0,20%) e sorbato de potássio (0% a 0,10%).  
O modelo de regressão logística foi ajustado aos dados de crescimento/não 
crescimento do P. citrinum em bolos de chocolate em função da temperatura, atividade de 
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água, pH, concentração de sorbato de potássio, concentração de propionato de cálcio e tempo. 
Após seleção de parâmetros significativos através de regressão pelo método “backward 
stepwise”, incluiu-se no modelo probabilístico os parâmetros de temperatura, atividade de 
água, concentração de sorbato de potássio, concentração de propionato de cálcio e tempo 
(lineares), temperatura, atividade de água, pH e concentração de sorbato de potássio 
(quadrático), e as interações temperatura e atividade de água, temperatura e propionato, 
atividade de água e propionato, pH e concentração de sorbato de potássio, pH e concentração 
de propionato (ρ>0,05). (Equação 5) 
                                                  
                             
                                 
                                                          
              (5) 
O modelo matemático (Equação 5) obtido apresentou variância de 49%. O bom 
ajuste do modelo foi avaliado pela razão de verossimilhança (Tabela 5). O nível de 
concordância entre respostas observadas e preditas foi de 79,78%. No geral o modelo obtido 
apresentou falha de aproximadamente 20%. Para obtenção destes índices considerou-se como 
crescimento positivo os valores preditos com probabilidade P>0,5. Os parâmetros obtidos e os 
respectivos índices de ajuste do modelo estão apresentados na Tabela 6.  
Os valores de probabilidade de crescimento para P. citrinum nos bolos de 
chocolate variaram de 0,43 a 0,79. Como expresso pelo modelo matemático (Equação 5), o 
parâmetro que mais afetou positivamente a probabilidade de crescimento foi a atividade de 
água e o efeito negativo da interação da atividade de água com o percentual de propionato de 
cálcio.  
A interface de crescimento/não crescimento (Figura 2) para P. citrinum nesta 
matriz (bolo) está relacionado ao não uso de conservantes (0% de sorbato de potássio + 0% de 
propionato de cálcio), a 25ºC com 7 dias de vida útil onde o crescimento foi inibido com 
atividades de água abaixo de 0,82 com menores probabilidades de crescimento (P<0,5). A 
partir de 15 dias houve crescimento em todas as temperaturas e em todas as faixas de 
conservantes, aw e pH.  
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Entretanto, com o aumento da quantidade de conservante para suas dosagens 
máximas (0,1% sorbato de potássio + 0,2% propionato de cálcio), houve um aumento na vida 
útil do produto. Com 15 e 45 dias pode-se observar pouca variação no crescimento (Figura 3 e 
Figura 4 respectivamente), garantindo menores probabilidades de crescimento a 45 dias 
(P<0,5) com atividade de água abaixo de 0,80 e pH abaixo de 6,6. 
Mantendo-se a quantidade de sorbato de potássio em 0,1% e pH 6,0 com 
temperatura a 25ºC pode-se observar uma menor probabilidade de crescimento (P<0,5) com 
atividade de água abaixo de 0,78 podendo ser utilizada qualquer dosagem de propionato de 
cálcio (Figura 5). 
A validação do modelo gerou valores de bias de 0,961 indicando uma modelagem 
segura e exatidão de 1,056 mostrando um desvio de apenas 5,6%. Estes valores foram obtidos 
de acordo com os resultados observados e preditos para as formulações de validação (n=264), 
as quais estavam dentro da faixa de parâmetros estudados no desenvolvimento do modelo. As 
respostas preditas foram obtidas com as Equações 4 e 5.  
4. Discussão 
As faixas dos parâmetros utilizados neste estudo são valores comumente 
encontrados na fabricação de bolos (Morassi et al., 2016; Pyler and Gorton, 2009; Smith et 
al., 2004) e podem ser garantidos no processamento e com reformulações.  
A grande influência da atividade de água na probabilidade do crescimento de P. 
citrinum foi observada com outras espécies em produtos panificados (Abellana et al., 2001; 
Santos et al., 2016), devido a grande importância na germinação e crescimento dos esporos 
fúngicos (Nanguy et al., 2010; Rosso and Robinson, 2001). A redução na atividade de água 
levou à diminuição no crescimento fúngico. 
O bom ajuste do modelo obtido aos dados experimentais foi representado pelo 
elevado grau de concordância entre valores preditos e observados, através da razão de 
verossimilhança de 79,78%. Para os desvios deve-se levar em consideração que o modelo foi 
desenvolvido em matriz bolo e validado em matriz bolo. Pode-se considerar também que as 
formulações controle tiveram a mesma tendência de normalidade representada pelo modelo 
preditivo com o planejamento experimental completo, não gerando nenhuma tendência a 
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predição do modelo preditivo cresce/não cresce, no qual sempre se utiliza o planejamento 
experimental completo garantindo que todas interfaces sejam avaliadas corretamente. 
A combinação dos conservantes e do pH teve papel importante na probabilidade 
de crescimento do P. citrinum. A influência na baixa temperatura (20ºC) mostrou redução do 
crescimento fúngico comparada a temperatura de 25ºC. Porém a 30ºC houve uma redução no 
crescimento fúngico no final da vida útil do produto. Estudos mostraram que P. citrinum tem 
crescimento ótimo a temperatura de 30ºC em meio de cultura (CYA) e azeitonas pretas 
(Heperkan et al., 2009; Montani et al., 1988; Pitt and Hocking, 2009), porém em bolo de 
chocolate seu crescimento ótimo foi a 25ºC. 
Em princípio, bolos com pH 7,0 (neutro) e atividade de água entre 0,75 e 0,85 não 
seriam deteriorados por espécies dos gêneros Penicillium, Aspergillus e Eurotium, sem uso de 
conservantes (Abellana et al., 2001, 1999). No entanto, nosso estudo comprova que com pH 
6,0, atividade de água 0,78 e ausência de conservantes há crescimento de P. citrinum com 15 
dias a 25 e 30ºC e com 30 dias a 20ºC. Já com atividade de água de 0,83 e pH 6,0, o 
crescimento ocorre com 7 dias a 25 e 30ºC. 
O crescimento de Penicillium citrinum em bolos de chocolate tem grande 
influência dos parâmetros intrínsecos como, atividade de água, pH e conservantes químicos, e 
parâmetros extrínsecos como temperatura de estocagem. O controle e combinação destes 
parâmetros são de extrema importância para garantir a vida útil e estabilidade do produto. A 
combinação de conservantes químicos como, sorbato de potássio e propionato de cálcio, 
auxiliam no controle do crescimento fúngico, trabalhando em sinergia. Para busca de produtos 
naturais e ausentes de conservantes químicos é necessário a inclusão de outras barreiras como 
atmosfera modificada e conservantes naturais. Os resultados obtidos neste trabalho podem ser 
utilizados em estudos de desenvolvimento de novos modelos preditivos incluindo novas 
barreiras para obtenção de produtos mais saudáveis e seguros, uma vez que a modelagem 
preditiva pode auxiliar no desenvolvimento de formulações mais robustas frente ao 
crescimento microbiológico. 
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Figura 1. Montagem das placas de Petri com fatias de bolos para acompanhamento da 
modelagem preditiva 
 
 
Figura 2. Interface do crescimento/não crescimento de P. citrinum em bolos sem 
conservantes em função do pH e atividade de água, com 7 dias de estocagem a 25ºC 
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Figura 3. Interface do crescimento/não crescimento de P. citrinum em bolos com 
0,1% de sorbato de potássio, 0,2% de propionato de cálcio, em função do pH e atividade de 
água, com 15 dias de estocagem a 25ºC 
 
 
Figura 4. Interface do crescimento/não crescimento de P. citrinum em bolos com 0,1% de 
sorbato de potássio, 0,2% de propionato de cálcio, em função do pH e atividade de água, com 
45 dias de estocagem a 25ºC 
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Figura 5. Interface do crescimento/não crescimento de P. citrinum em bolos com 0,1% de 
sorbato de potássio, pH 6,0, em função do % de propionato de cálcio e atividade de água, com 
45 dias de estocagem a 25ºC 
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Tabela 1 – Planejamento experimental para cálculo da probabilidade de crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate. (Continua). 
Formulação aw pH Sorbato de potássio 
(%) 
Propionato de cálcio (%) 
1 0,78 ± 0,01 6,0 0,0% 0% 
2   0,05% 0% 
3    0,10% 
4    0,15% 
5    0,20% 
6   0,10% 0% 
7    0,10% 
8    0,15% 
9    0,20% 
10  6,3 0,0% 0% 
11   0,05% 0% 
12    0,10% 
13    0,15% 
14    0,20% 
15   0,10% 0% 
16    0,10% 
17    0,15% 
18    0,20% 
19  6,6 0,0% 0% 
20   0,05% 0% 
21    0,10% 
22    0,15% 
23    0,20% 
24   0,10% 0% 
25    0,10% 
26    0,15% 
27    0,20% 
28  7,0 0,0% 0% 
29   0,05% 0% 
30    0,10% 
31    0,15% 
32    0,20% 
33   0,10% 0% 
34    0,10% 
35    0,15% 
36    0,20% 
37 0,80 ± 0,01 6,0 0,0% 0% 
38   0,05% 0% 
39    0,10% 
40    0,15% 
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Tabela 1 – Planejamento experimental para cálculo da probabilidade de crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate. (Continuação). 
Formulação aw pH Sorbato de potássio 
(%) 
Propionato de cálcio (%) 
41 0,80 ± 0,01 6,0 0,05% 0,20% 
42   0,10% 0% 
43    0,10% 
44    0,15% 
45    0,20% 
46  6,3 0,0% 0% 
47   0,05% 0% 
48    0,10% 
49    0,15% 
50    0,20% 
51   0,10% 0% 
52    0,10% 
53    0,15% 
54    0,20% 
55  6,6 0,0% 0% 
56   0,05% 0% 
57    0,10% 
58    0,15% 
59    0,20% 
60   0,10% 0% 
61    0,10% 
62    0,15% 
63    0,20% 
64  7,0 0,0% 0% 
65   0,05% 0% 
66    0,10% 
67    0,15% 
68    0,20% 
69   0,10% 0% 
70    0,10% 
71    0,15% 
72    0,20% 
73 0,83 ± 0,01 6,0 0,0% 0% 
74   0,05% 0% 
75    0,10% 
76    0,15% 
77    0,20% 
78   0,10% 0% 
79    0,10% 
80    0,15% 
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Tabela 1 – Planejamento experimental para cálculo da probabilidade de crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate. (Continuação). 
Formulação aw pH Sorbato de potássio 
(%) 
Propionato de cálcio (%) 
81 0,83 ± 0,01 6,0 0,10% 0,20% 
82  6,3 0,0% 0% 
83   0,05% 0% 
84    0,10% 
85    0,15% 
86    0,20% 
87   0,10% 0% 
88 0,83 ± 0,01 6,3 0,10% 0,10% 
89    0,15% 
90    0,20% 
91  6,6 0,0% 0% 
92   0,05% 0% 
93    0,10% 
94    0,15% 
95    0,20% 
96   0,10% 0% 
97    0,10% 
98    0,15% 
99    0,20% 
100  7,0 0,0% 0% 
101   0,05% 0% 
102    0,10% 
103    0,15% 
104    0,20% 
105   0,10% 0% 
106    0,10% 
107    0,15% 
108    0,20% 
109 0,86 ± 0,01 6,0 0,0% 0% 
110   0,05% 0% 
111    0,10% 
112    0,15% 
113    0,20% 
114   0,10% 0% 
115    0,10% 
116    0,15% 
117    0,20% 
118  6,3 0,0% 0% 
119   0,05% 0% 
120    0,10% 
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Tabela 1 – Planejamento experimental para cálculo da probabilidade de crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate. (Conclusão). 
Formulação aw pH Sorbato de potássio 
(%) 
Propionato de cálcio (%) 
121 0,86 ± 0,01 6,3 0,05% 0,15% 
122    0,20% 
123   0,10% 0% 
124    0,10% 
125    0,15% 
126    0,20% 
127  6,6 0,0% 0% 
128   0,05% 0% 
129    0,10% 
130    0,15% 
131    0,20% 
132 0,86 ± 0,01 6,6 0,10% 0% 
133    0,10% 
134    0,15% 
135    0,20% 
136  7,0 0,0% 0% 
137   0,05% 0% 
138    0,10% 
139    0,15% 
140    0,20% 
141   0,10% 0% 
142    0,10% 
143    0,15% 
144    0,20% 
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Tabela 2 – Planejamento experimental de validação com combinações randômicas dos 
parâmetros estudados para crescimento de Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de 
chocolate. 
Formulação aw pH Sorbato de potássio (%) Propionato de cálcio (%) 
1 0,78 ± 0,01 6,3 0,03% 0,05% 
2    0,18% 
3   0,08% 0,05% 
4    0,18% 
5  7,0 0,03% 0,05% 
6    0,18% 
7   0,08% 0,05% 
8    0,18% 
9 0,84 ± 0,01 6,3 0,03% 0,05% 
10    0,18% 
11   0,08% 0,05% 
12    0,18% 
13  7,0 0,03% 0,05% 
14    0,18% 
15   0,08% 0,05% 
16    0,18% 
 
 
Tabela 3 – Planejamento experimental de validação para crescimento de Penicillium citrinum 
(LMQA_053) em bolos com dados da literatura e de produtos do mercado. 
Formulação Sabor aw pH Sorbato de 
potássio (%) 
Propionato de 
cálcio (%) 
17ª
,b
 Baunilha 0,80 ± 0,01 6,6 0,0% 0,0% 
18ª
,b
 Baunilha 0,82 ± 0,01 6,7 0,0% 0,0% 
19ª
,b
 Baunilha 0,85 ± 0,01 6,4 0,0% 0,0% 
20
c
 Baunilha 0,78 ± 0,01 6,4 0,10% 0,20% 
21
c
 Banana 0,84 ± 0,01 6,8 0,10% 0,20% 
22
c
 Chocolate 0,85 ± 0,01 6,8 0,10% 0,20% 
a
(Abellana et al., 1999); 
b
(Abellana et al., 2001) e 
c
(Bolos avaliados no mercado). 
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Tabela 4 – Número de condições de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum 
(LMQA_053) nas 144 formulações após 7, 15, 30 e 45 dias. 
  Penicillium citrinum 
  Crescimento Não Crescimento 
7 dias 20ºC 3 141 
 25ºC 29 115 
 30ºC 31 113 
15 dias 20ºC 43 101 
 25ºC 90 54 
 30ºC 61 83 
30 dias 20ºC 87 57 
 25ºC 112 32 
 30ºC 68 76 
45 dias 20ºC 98 46 
 25ºC 115 29 
 30ºC 68 76 
 
 
Tabela 5. Razão de verossimilhanças entre respostas preditas e observadas após ajuste do 
modelo de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum em bolos de chocolate 
 Resposta Predita 
Respostas Observadas Não Crescimento (P<0,5) Crescimento (P>0,5) % Correto 
Não Crescimento (P<0,5) 806 253 87,90% 
Crescimento (P>0,5) 111 630 71,35% 
Total 917 883 79,78% 
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Tabela 6. Parâmetros estimados e índices estatísticos/ajuste para o modelo ajustado de 
regressão logística aos dados de cresce/não cresce de P. citrinum (LMQA_053). 
Variável Coeficiente Desvio Padrão p-valor 
Constante -21,088 7,100 0,003 
Temperatura 0,134 0,060 0,027 
aw 41,289 17,139 0,016 
Sorbato -16,686 3,063 0,000 
Propionato 10,160 2,792 0,000 
Temperatura
2
 -0,005 0,001 0,000 
aw
2
 -22,696 10,434 0,030 
pH
2
 -0,014 0,003 0,000 
Sorbato
2
 -15,275 6,662 0,022 
Temperatura.aw 0,157 0,066 0,017 
Temperatura.pH -0,130 0,023 0,000 
aw.Propionato -17,229 3,613 0,000 
pH.sorbato 2,672 0,467 0,000 
pH.propionato 0,946 0,204 0,000 
Tempo 0,011 0,000 0,000 
R
2
 ajustado 0,70 
  Taxa de concordância 79,78% 
  Falsos Positivos
a
 14,05% 
  Falsos Negativos
b
 6,17% 
  a Crescimento não observado, mas, predito pelo modelo, considerando positivo valores de 
probabilidades P>0,5. 
b
 Crescimento foi observado, mas, o modelo prediz não crescimento, considerando negativo 
valores de probabilidade P<0,5.
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Figura Suplementar 1. Gráfico da normalidade dos resultados obtidos para a 
modelagem preditiva completa (N=1800) 
 
 
Figura Suplementar 2. Gráfico da normalidade dos resultados obtidos para a 
modelagem preditiva para controles (N=160) 
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Tabela Suplementar 1 – Resposta de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum 
após 7, 15, 30, 45 dias de incubação em bolos de chocolates com diferentes formulações. (SB 
= Sorbato de potássio / PC = Propionato de cálcio). (Continua). 
aw pH SB(%) PC(%) 20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
0,78 6,0 0,0% 0% 0 0 2 2 0 3 3 3 0 2 2 2 
  0,05% 0% 0 0 3 3 0 2 3 3 0 1 1 2 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 6,3 0,0% 0% 0 0 1 1 0 3 3 3 0 0 0 0 
  0,05% 0% 0 0 0 0 0 3 3 3 0 0 1 1 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 1 3 0 0 2 2 0 3 3 3 
   0,10% 0 0 1 3 0 0 0 1 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 6,6 0,0% 0% 0 0 0 1 0 3 3 3 1 1 1 1 
  0,05% 0% 0 0 2 2 0 1 1 1 0 3 3 3 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 2 3 0 0 3 3 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 7,0 0,0% 0% 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 
  0,05% 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 3 3 0 1 3 3 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 3 3 0 0 3 3 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,80 6,0 0,0% 0% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 2 2 2 
  0,05% 0% 0 0 2 3 0 3 3 3 0 0 1 2 
   0,10% 0 0 2 2 0 3 3 3 2 3 3 3 
   0,15% 0 3 3 3 3 3 3 3 1 1 1 1 
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Tabela Suplementar 1 – Resposta de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum 
após 7, 15, 30, 45 dias de incubação em bolos de chocolates com diferentes formulações. (SB 
= Sorbato de potássio / PC = Propionato de cálcio). (Continuação). 
aw pH SB(%) PC(%) 20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
0,80 6,0 0,05% 0,20% 0 0 2 3 1 2 3 3 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 2 2 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 6,3 0,0% 0% 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 
  0,05% 0% 0 0 2 3 0 3 3 3 0 1 1 1 
   0,10% 0 0 0 1 0 1 3 3 0 2 3 3 
   0,15% 0 0 1 1 0 0 2 2 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 3 3 3 
   0,10% 0 0 0 1 0 2 3 3 0 0 2 2 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 2 2 0 1 1 3 0 0 0 0 
 6,6 0,0% 0% 0 0 2 2 0 2 3 3 0 0 0 0 
  0,05% 0% 0 0 0 0 0 2 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 2 3 3 0 0 1 1 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 1 2 0 3 3 3 0 2 3 3 
   0,10% 0 0 0 2 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,15% 0 1 2 3 0 3 3 3 0 1 1 1 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 7,0 0,0% 0% 0 0 0 1 0 1 3 3 0 0 0 0 
  0,05% 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 3 3 0 0 2 3 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 2 2 0 3 3 3 0 1 3 3 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 
0,83 6,0 0,0% 0% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
  0,05% 0% 0 3 3 3 2 3 3 3 2 3 3 3 
   0,10% 0 3 3 3 0 3 3 3 1 2 3 3 
   0,15% 0 2 3 3 3 3 3 3 0 1 1 1 
   0,20% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
  0,10% 0% 0 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 
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Tabela Suplementar 1 – Resposta de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum 
(LMQA_053) após 7, 15, 30, 45 dias de incubação em bolos de chocolates com diferentes 
formulações. (SB = Sorbato de potássio / PC = Propionato de cálcio). (Continuação). 
aw pH SB(%) PC(%) 20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
0,83 6,0 0,10% 0,10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 6,3 0,0% 0% 0 1 3 3 0 3 3 3 0 1 1 1 
  0,05% 0% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 1 2 2 3 3 3 3 2 2 3 3 
   0,15% 0 0 0 1 0 2 3 3 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 1 2 0 1 3 3 0 1 1 1 
  0,10% 0% 0 0 3 3 0 0 1 1 0 3 3 3 
   0,10% 0 0 0 1 0 1 3 3 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 1 0 1 3 3 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
 6,6 0,0% 0% 0 0 2 3 0 0 3 3 1 1 2 2 
  0,05% 0% 0 3 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 1 1 0 2 3 3 0 2 2 2 
   0,15% 0 0 2 3 0 3 3 3 0 1 1 1 
   0,20% 0 0 0 0 0 2 3 3 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 2 3 3 0 3 3 3 0 2 2 3 
   0,10% 0 0 3 3 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
   0,20% 0 0 1 1 0 2 3 3 0 0 0 0 
 7,0 0,0% 0% 0 0 0 0 1 3 3 3 0 2 3 3 
  0,05% 0% 0 1 3 3 1 3 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 2 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 
   0,15% 0 3 3 3 0 3 3 3 1 2 2 2 
   0,20% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 0 3 3 0 3 3 3 0 1 1 1 
   0,15% 0 3 3 3 2 3 3 3 0 2 3 3 
   0,20% 0 1 3 3 0 3 3 3 0 0 0 0 
0,86 6,0 0,0% 0% 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
  0,05% 0% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 0 3 3 0 3 3 3 1 3 3 3 
   0,15% 0 1 3 3 0 3 3 3 0 2 3 3 
   0,20% 0 0 1 3 0 0 1 1 0 0 0 0 
  0,10% 0% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 1 2 3 0 3 3 3 0 2 3 3 
   0,15% 0 1 2 2 0 3 3 3 0 0 1 1 
 
 
 
124 
 
 
 
Tabela Suplementar 1 – Resposta de crescimento/não crescimento de Penicillium citrinum 
(LMQA_053) após 7, 15, 30, 45 dias de incubação em bolos de chocolates com diferentes 
formulações. (SB = Sorbato de potássio / PC = Propionato de cálcio). (Conclusão). 
aw pH SB(%) PC(%) 20ºC 25ºC 30ºC 
7 15 30 45 7 15 30 45 7 15 30 45 
0,86 6,0 0,10% 0,20% 0 0 3 3 0 0 2 2 0 0 0 0 
 6,3 0,0% 0% 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
  0,05% 0% 0 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,15% 0 1 2 2 0 3 3 3 0 2 2 2 
   0,20% 0 0 2 2 0 3 3 3 0 0 1 1 
  0,10% 0% 0 2 3 3 1 2 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 0 0 2 0 3 3 3 0 0 0 0 
   0,15% 0 0 2 3 0 3 3 3 0 2 2 2 
   0,20% 0 0 3 3 0 0 2 2 0 0 0 0 
 6,6 0,0% 0% 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
  0,05% 0% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,15% 0 2 3 3 0 1 2 2 0 2 3 3 
   0,20% 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 
  0,10% 0% 0 0 1 1 0 1 3 3 0 0 0 0 
   0,10% 0 3 3 3 2 3 3 3 1 2 2 2 
   0,15% 0 1 3 3 0 1 3 3 0 0 3 3 
   0,20% 0 2 3 3 1 3 3 3 1 3 3 3 
 7,0 0,0% 0% 0 0 0 0 3 3 3 3 1 1 2 2 
  0,05% 0% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,10% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,15% 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
   0,20% 0 1 3 3 0 2 2 2 0 3 3 3 
  0,10% 0% 0 2 3 3 0 3 3 3 0 1 2 2 
   0,10% 0 1 3 3 0 2 3 3 0 0 0 0 
   0,15% 0 1 2 3 0 3 3 3 1 1 1 1 
   0,20% 0 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. (Continua). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
1 20 7 0,7901±0,01 6,46 0,03 0,05 0,000 0,5828 
 
 
15 
    
0,000 0,5997 
 
 
30 
    
0,000 0,6308 
 
 
45 
    
1,000 0,6608 
 25 7 
    
0,000 0,6084 
 
 
15 
    
1,000 0,6249 
 
 
30 
    
1,000 0,6552 
 
 
45 
    
1,000 0,6842 
 30 7 
    
0,000 0,5699 
 
 
15 
    
0,000 0,5870 
 
 
30 
    
0,000 0,6184 
 
 
45 
    
0,000 0,6489 
2 20 7 0,7823±0,01 6,29 0,03 0,18 0,000 0,4936 
 
 
15 
    
0,000 0,5111 
 
 
30 
    
0,000 0,5439 
 
 
45 
    
0,000 0,5762 
 25 7 
    
0,000 0,5169 
 
 
15 
    
0,000 0,5344 
 
 
30 
    
0,000 0,5669 
 
 
45 
    
0,000 0,5988 
 30 7 
    
0,000 0,4740 
 
 
15 
    
0,000 0,4915 
 
 
30 
    
0,000 0,5243 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
2 30 45 0,7823±0,01 6,29 0,03 0,18 0,000 0,5570 
3 20 7 0,7787±0,01 6,39 0,08 0,05 0,000 0,5468 
 
 
15 
    
0,000 0,5641 
 
 
30 
    
1,000 0,5961 
 
 
45 
    
1,000 0,6272 
 25 7 
    
0,000 0,5683 
 
 
15 
    
0,000 0,5854 
 
 
30 
    
1,000 0,6169 
 
 
45 
    
1,000 0,6474 
 30 7 
    
0,000 0,5243 
 
 
15 
    
0,000 0,5418 
 
 
30 
    
0,000 0,5741 
 
 
45 
    
0,000 0,6059 
4 20 7 0,7795±0,01 6,31 0,08 0,18 0,000 0,4752 
 
 
15 
    
0,000 0,4927 
 
 
30 
    
0,000 0,5256 
 
 
45 
    
0,000 0,5582 
 25 7 
    
0,000 0,4974 
 
 
15 
    
0,000 0,5149 
 
 
30 
    
0,000 0,5476 
 
 
45 
    
0,000 0,5799 
 30 7 
    
0,000 0,4535 
 
 
15 
    
0,000 0,4709 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
4 30 30 0,7795±0,01 6,31 0,08 0,18 0,000 0,5037 
 
 
45 
    
0,000 0,5364 
5 20 7 0,7759±0,01 7,03 0,03 0,05 0,000 0,5752 
 
 
15 
    
0,000 0,5922 
 
 
30 
    
1,000 0,6235 
 
 
45 
    
1,000 0,6538 
 25 7 
    
0,000 0,5952 
 
 
15 
    
0,000 0,6120 
 
 
30 
    
1,000 0,6427 
 
 
45 
    
1,000 0,6723 
 30 7 
    
0,000 0,5507 
 
 
15 
    
0,000 0,5680 
 
 
30 
    
1,000 0,5999 
 
 
45 
    
1,000 0,6309 
6 20 7 0,7787±0,01 6,96 0,03 0,18 0,000 0,5556 
 
 
15 
    
0,000 0,5729 
 
 
30 
    
0,000 0,6047 
 
 
45 
    
1,000 0,6356 
 25 7 
    
0,000 0,5771 
 
 
15 
    
0,000 0,5941 
 
 
30 
    
1,000 0,6253 
 
 
45 
    
1,000 0,6556 
 30 7 
    
0,000 0,5333 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
6 30 15 0,7787±0,01 6,96 0,03 0,18 0,000 0,5507 
 
 
30 
    
0,000 0,5829 
 
 
45 
    
0,000 0,6144 
7 20 7 0,7786±0,01 7,08 0,08 0,05 0,000 0,5634 
 
 
15 
    
0,000 0,5806 
 
 
30 
    
0,000 0,6122 
 
 
45 
    
1,000 0,6429 
 25 7 
    
0,000 0,5847 
 
 
15 
    
0,000 0,6016 
 
 
30 
    
1,000 0,6327 
 
 
45 
    
1,000 0,6626 
 30 7 
    
0,000 0,5410 
 
 
15 
    
0,000 0,5584 
 
 
30 
    
0,000 0,5905 
 
 
45 
    
0,000 0,6218 
8 20 7 0,7745±0,01 6,96 0,08 0,18 0,000 0,5315 
 
 
15 
    
0,000 0,5489 
 
 
30 
    
0,000 0,5811 
 
 
45 
    
1,000 0,6127 
 25 7 
    
0,000 0,5515 
 
 
15 
    
0,000 0,5687 
 
 
30 
    
0,000 0,6006 
 
 
45 
    
0,000 0,6316 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
8 30 7 0,7745±0,01 6,96 0,08 0,18 0,000 0,5055 
 
 
15 
    
0,000 0,5230 
 
 
30 
    
0,000 0,5556 
 
 
45 
    
0,000 0,5878 
9 20 7 0,8418±0,01 6,2 0,03 0,05 0,000 0,6561 
 
 
15 
    
1,000 0,6717 
 
 
30 
    
1,000 0,7000 
 
 
45 
    
1,000 0,7268 
 25 7 
    
1,000 0,6978 
 
 
15 
    
1,000 0,7124 
 
 
30 
    
1,000 0,7385 
 
 
45 
    
1,000 0,7631 
 30 7 
    
1,000 0,6820 
 
 
15 
    
1,000 0,6970 
 
 
30 
    
1,000 0,7240 
 
 
45 
    
1,000 0,7495 
10 20 7 0,8452±0,01 6,21 0,03 0,18 0,000 0,5879 
 
 
15 
    
0,000 0,6048 
 
 
30 
    
1,000 0,6357 
 
 
45 
    
1,000 0,6656 
 25 7 
    
0,000 0,6346 
 
 
15 
    
1,000 0,6507 
 
 
30 
    
1,000 0,6799 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
10 25 45 0,8452±0,01 6,21 0,03 0,18 1,000 0,7078 
 30 7 
    
0,000 0,6186 
 
 
15 
    
0,000 0,6350 
 
 
30 
    
1,000 0,6649 
 
 
45 
    
1,000 0,6935 
11 20 7 0,8450±0,01 6,31 0,08 0,05 0,000 0,6492 
 
 
15 
    
1,000 0,6650 
 
 
30 
    
1,000 0,6936 
 
 
45 
    
1,000 0,7208 
 25 7 
    
1,000 0,6925 
 
 
15 
    
1,000 0,7072 
 
 
30 
    
1,000 0,7337 
 
 
45 
    
1,000 0,7585 
 30 7 
    
1,000 0,6777 
 
 
15 
    
1,000 0,6928 
 
 
30 
    
1,000 0,7201 
 
 
45 
    
1,000 0,7457 
12 20 7 0,8477±0,01 6,26 0,08 0,18 0,000 0,5816 
 
 
15 
    
0,000 0,5986 
 
 
30 
    
1,000 0,6297 
 
 
45 
    
1,000 0,6598 
 25 7 
    
0,000 0,6295 
 
 
15 
    
0,000 0,6457 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
12 25 30 0,8477±0,01 6,26 0,08 0,18 1,000 0,6752 
 
 
45 
    
1,000 0,7033 
 30 7 
    
0,000 0,6144 
 
 
15 
    
0,000 0,6309 
 
 
30 
    
0,000 0,6609 
 
 
45 
    
0,000 0,6897 
13 20 7 0,8494±0,01 6,97 0,03 0,05 1,000 0,6856 
 
 
15 
    
1,000 0,7005 
 
 
30 
    
1,000 0,7273 
 
 
45 
    
1,000 0,7526 
 25 7 
    
1,000 0,7277 
 
 
15 
    
1,000 0,7414 
 
 
30 
    
1,000 0,7658 
 
 
45 
    
1,000 0,7885 
 30 7 
    
1,000 0,7154 
 
 
15 
    
1,000 0,7294 
 
 
30 
    
1,000 0,7546 
 
 
45 
    
1,000 0,7781 
14 20 7 0,8483±0,01 6,82 0,03 0,18 0,000 0,6511 
 
 
15 
    
1,000 0,6669 
 
 
30 
    
1,000 0,6954 
 
 
45 
    
1,000 0,7225 
 25 7 
    
1,000 0,6955 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
14 25 15 0,8483±0,01 6,82 0,03 0,18 1,000 0,7101 
 
 
30 
    
1,000 0,7364 
 
 
45 
    
1,000 0,7611 
 30 7 
    
1,000 0,6819 
 
 
15 
    
1,000 0,6969 
 
 
30 
    
1,000 0,7239 
 
 
45 
    
1,000 0,7494 
15 20 7 0,8500±0,01 6,85 0,08 0,05 0,000 0,6686 
 
 
15 
    
1,000 0,6839 
 
 
30 
    
1,000 0,7116 
 
 
45 
    
1,000 0,7378 
 25 7 
    
1,000 0,7123 
 
 
15 
    
1,000 0,7264 
 
 
30 
    
1,000 0,7517 
 
 
45 
    
1,000 0,7754 
 30 7 
    
1,000 0,6997 
 
 
15 
    
1,000 0,7142 
 
 
30 
    
1,000 0,7403 
 
 
45 
    
1,000 0,7647 
16 20 7 0,8481±0,01 6,95 0,08 0,18 0,000 0,6470 
 
 
15 
    
1,000 0,6629 
 
 
30 
    
1,000 0,6916 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
16 20 45 0,8481±0,01 6,95 0,08 0,18 1,000 0,7188 
 25 7 
    
1,000 0,6916 
 
 
15 
    
1,000 0,7063 
 
 
30 
    
1,000 0,7328 
 
 
45 
    
1,000 0,7577 
 30 7 
    
1,000 0,6778 
 
 
15 
    
1,000 0,6929 
 
 
30 
    
1,000 0,7202 
 
 
45 
    
1,000 0,7459 
17 20 7 0,8132±0,01 6,65 0 0 0,000 0,6496 
 
 
15 
    
1,000 0,6653 
 
 
30 
    
1,000 0,6939 
 
 
45 
    
1,000 0,7211 
 25 7 
    
1,000 0,6816 
 
 
15 
    
1,000 0,6966 
 
 
30 
    
1,000 0,7236 
 
 
45 
    
1,000 0,7491 
 30 7 
    
1,000 0,6548 
 
 
15 
    
1,000 0,6705 
 
 
30 
    
1,000 0,6988 
 
 
45 
    
1,000 0,7257 
18 20 7 0,8189±0,01 6,68 0 0 0,000 0,6580 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
18 20 15 0,8189±0,01 6,68 0 0 1,000 0,6736 
 
 
30 
    
1,000 0,7018 
 
 
45 
    
1,000 0,7286 
 25 7 
    
1,000 0,6917 
 
 
15 
    
1,000 0,7064 
 
 
30 
    
1,000 0,7329 
 
 
45 
    
1,000 0,7578 
 30 7 
    
1,000 0,6674 
 
 
15 
    
1,000 0,6828 
 
 
30 
    
1,000 0,7105 
 
 
45 
    
1,000 0,7368 
19 20 7 0,8497±0,01 6,38 0 0 1,000 0,7020 
 
 
15 
    
1,000 0,7165 
 
 
30 
    
1,000 0,7424 
 
 
45 
    
1,000 0,7667 
 25 7 
    
1,000 0,7429 
 
 
15 
    
1,000 0,7561 
 
 
30 
    
1,000 0,7795 
 
 
45 
    
1,000 0,8012 
 30 7 
    
1,000 0,7311 
 
 
15 
    
1,000 0,7446 
 
 
30 
    
1,000 0,7688 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura. 
(Continuação). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
19 30 45 0,8497±0,01 6,38 0 0 1,000 0,7913 
20 20 7 0,7784±0,01 6,43 0,1 0,2 0,000 0,4694 
 
 
15 
    
0,000 0,4868 
 
 
30 
    
0,000 0,5197 
 
 
45 
    
0,000 0,5523 
 25 7 
    
0,000 0,4910 
 
 
15 
    
0,000 0,5086 
 
 
30 
    
0,000 0,5413 
 
 
45 
    
0,000 0,5737 
 30 7 
    
0,000 0,4467 
 
 
15 
    
0,000 0,4641 
 
 
30 
    
0,000 0,4969 
 
 
45 
    
0,000 0,5297 
21 20 7 0,8397±0,01 6,88 0,1 0,2 0,000 0,6172 
 
 
15 
    
0,000 0,6336 
 
 
30 
    
1,000 0,6636 
 
 
45 
    
1,000 0,6922 
 25 7 
    
0,000 0,6605 
 
 
15 
    
1,000 0,6760 
 
 
30 
    
1,000 0,7041 
 
 
45 
    
1,000 0,7307 
 30 7 
    
0,000 0,6429 
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Tabela Suplementar 2 – Planejamento experimental de validação para crescimento de 
Penicillium citrinum (LMQA_053) em bolo de chocolate de mercado/literatura (Conclusão). 
Ensaio 
Temp 
(ºC) 
Tempo 
(dias) 
aw pH 
SP 
(%) 
PC 
(%) 
Respostas 
Observadas 
Respostas 
Preditas 
21 30 15 0,8397±0,01 6,88 0,1 0,2 0,000 0,6588 
 
 
30 
    
1,000 0,6877 
 
 
45 
    
1,000 0,7152 
22 20 7 0,857±0,01 6,79 0,1 0,2 0,000 0,6346 
 
 
15 
    
1,000 0,6507 
 
 
30 
    
1,000 0,6799 
 
 
45 
    
1,000 0,7078 
 25 7 
    
1,000 0,6831 
 
 
15 
    
1,000 0,6981 
 
 
30 
    
1,000 0,7250 
 
 
45 
    
1,000 0,7504 
 30 7 
    
1,000 0,6724 
 
 
15 
    
1,000 0,6877 
 
 
30 
    
1,000 0,7152 
 
 
45 
    
1,000 0,7411 
 
 
 
Tabela Suplementar 3. Teste de normalidade dos dados para formulações do planejamento 
exeprimental completo e controles 
 Teste de Normalidade (Kiuper) 
Planejamento (N)* V Calculado V crítico p-valor 
Completo (1800) 0,03486 0,03504 p>0,05 
Controles (160) 0,09504 0,11666 p>0,15 
*N = número de resultados analisados 
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DISCUSSÃO GERAL 
As matérias-primas utilizadas no processamento de bolos, são importantes fontes 
de contaminação fúngica. A farinha de trigo tem maior destaque devido sua alta contagem de 
esporos fúngicos e por sua facilidade na dispersão no ar ambiente interno da fábrica. Várias 
espécies fúngicas isoladas nos bolos foram isoladas em diferentes matérias-primas e também 
no ar ambiente de processamento. A maior contribuição na contaminação dos bolos no 
ambiente da fábrica ocorre após forneamento, nas áreas de saída do forno, resfriamento e 
embalagem. O produto fica exposto por mais de 60 minutos neste ambiente. Existe, portanto, 
a necessidade de medidas de controle da contaminação por boas práticas de fabricação, 
purificação do ar, aplicação de conservantes superficiais, e outras medidas que reduzam a 
recontaminação destes produtos e posterior aparecimento e crescimento do micélio fúngico. 
As espécies predominantes na contaminação dos bolos, ar ambiente e matérias-primas são 
pertencentes aos gêneros Penicillium e Aspergillus. Estes fungos são capazes de se 
desenvolver em uma ampla faixa de atividade de água, pH e na presença de conservantes, 
sendo portanto de extrema importância para indústria de bolos e panificação. 
A seleção de uma espécie fúngica representativa a todos os fatores intrínsecos e 
extrínsecos pode auxiliar no controle da estabilidade de um produto. A espécie Penicillium 
citrinum, antes relacionada com deterioração de cereais, farinhas de trigo e pães, apresentou 
ótima resistência na matriz bolo e suas características físico-químicas, incluindo a presença de 
conservantes. Apresentou ótimo crescimento a 25ºC, temperatura ótima média estimada para 
crescimento fúngico. As curvas de crescimento/não crescimento poderão ser utilizadas na 
formulação de bolos mais estáveis ao crescimento fúngico. Formulações com pH abaixo de 
6,3, atividade de água de 0,83 e na presença de conservantes (0,1% de sorbato de potássio e 
0,2% de propionato de cálcio) podem garantir uma vida útil de 45 dias para bolos. Além disso 
com a redução do valor do pH para 6,0 e da atividade de água para 0,80 é possível o uso de 
apenas 0,1% de sorbato de potássio, reduzindo assim a quantidade de conservantes nas 
formulações de bolos. O controle apenas dos parâmetros atividade de água e pH não foram 
suficientes como barreira de proteção em bolos. Devido a demanda na busca de produtos mais 
saudáveis este estudo poderá ser utilizado em conjunto com outras variáveis, como 
conservantes naturais e atmosfera modificada, para obtenção de apelo mais saudável. 
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CONCLUSÃO GERAL 
A partir desta pesquisa foram obtidas as seguintes conclusões: 
 O uso de matérias-primas contaminadas como, farinha de trigo, fubá de milho e 
cacau em pó, podem resultar na presença de fungos filamentosos no ar ambiente da fábrica. 
Assim como, o ar ambiente contaminado pode resultar na contaminação de matérias-primas; 
 As espécies fúngicas isoladas nos bolos deteriorados também foram 
encontradas nas matérias-primas e ar ambiente da fábrica; 
 As espécies fúngicas predominantes na deterioração de bolos foram 
Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Penicillium citrinum; 
 A espécie Penicillium citrinum foi a espécie deteriorante encontrada nos bolos 
e com maior resistência aos conservantes, atividade de água e pH e rápido crescimento; 
 Contagens de fungos filamentosos no ar da linha de processamento de bolos 
variaram de 2,05 a 2,56 log UFC/m
3
; 
 A contaminação por fungos filamentosos no ar foi estatisticamente maior na 
região de pós processamento (resfriamento e embalagem) do que na região de pré 
processamento (masseira). 
 Maior diversidade de espécies fúngicas foi detectada no ar ambiente da fábrica 
durante a produção de massa escura em comparação a massa clara; 
 Maior contaminação fúngica foi detectada em bolos de chocolate em 
comparação com bolos de laranja; 
 Modelo probabilístico do crescimento/não crescimento de P. citrinum em bolos 
de chocolate com diferentes níveis de atividade de água, pH e conservantes, estocados à 20ºC, 
25ºC e 30ºC apresentaram grau de concordância de 79,78% em relação aos dados observados 
e validados com valores de bias 0,961 e exatidão de 1,056; 
 A ausência de conservantes estimulou o crescimento de P. citrinum, mesmo 
com baixa atividade de água e baixo valor de pH;  
 A redução da atividade de água e dos valores de pH permitiram uma redução 
do uso de conservantes para controle do crescimento fúngico, podendo gerar fórmulas mais 
robustas e estáveis microbiologicamente frente às espécies fúngicas. 
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